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Aspergillus ter redu Mucorales. Omenjene plesni povzro¢ajo tezave predvsem pri imunsko
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imunske pomanjkljivosti-AlIDS, sladkorni bolniki in bolniki, ki prejemajo kortikosteroide.
Hitra in uspe$na identifikacija povzrocitelja mikoze je nujna za izbiro ustreznega
antimikotika. V laboratorijih za diagnostiko gliviénih infekcij glive identificirajo na
podlagi tradicionalnih metod, ki Se vedno temeljijo na gojenju in sporulaciji plesni ter
opazovanju makro- in mikromorfoloSkih znacilnosti, zaradi Cesar identifikacijo lahko
opravijo le izkuseni strokovnjaki. Slabost tovrstne metodike je tudi v tem, da je ¢asovno
potratna, zaradi Cesar skuSajo v diagnosti¢ne laboratorije vpeljati nove tehnologije. Masna
spektrometrija se ze uspe$no uporablja za identifikacijo kvasovk, medtem ko so za namen
uspesne identifikacije plesni stevilne raziskave Se v teku. Glavni problem predstavlja
ekstrakcija beljakovin na racun rigidnih celi¢nih sten, od katere je odvisna uéinkovitost
same metode. V naSi Studiji smo primerjali metodo polne ekstrakcije, ki jo priporoca
proizvajalec MALDI-TOF MS Bruker, z metodo delne ekstrakcije in neposrednim
nanosom. Nobena od testiranih metod, niti priporocena, Se ni izkazala kot primerna za
identifikacijo. Od 73-ih izolatov plesni, ki smo jih uporabili v §tudiji in So pripadali vrstam,
ki so vkljucene v komercialno podatkovno knjiznico, smo uspesno identificirali 57 izolatov
in sicer z metodo polne ekstrakcije 27 izolatov, z metodo delne ekstrakcije 24 izolatov, z
metodo neposrednega nanosa pa 6 izolatov plesni. Za ostalih 23 izolatov plesni, ki so
pripadali vrstam, ki niso vkljucene v knjiznico pa je bila ta metoda po pricakovanjih
neustrezna. V zadnjem delu naloge smo izvedli identifikacijo plesni Aspergillus lentulus,
vrste, ki ni bila vklju€ena v proizvajal€evo knjiznico. Identifikacija te plesni je bila uspeSna
po tem, ko smo ustvarili lastne masne spektre tega izolata in ga vnesli v ze obstojeco
proizvajalcevo knjiznico.
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AB In the recent years we have been witnessing an increase of fungal infections caused by

moulds, such as Aspergillus spp. and Mucorales. Those moulds are especially harmful to people

with weakened immune system (patients with cancer, AIDS, diabetes and patients receiving

corticosteroids), so a quick and successful identification of the disease agent is crucial for an

appropriate choice of antimycotic. Currently, the identification of moulds in diagnostic mycology

laboratories is based on the traditional and conventional methods, which based on culture and

sporulation moulds as well as on observation of the microscopic and macroscopic morphologic

characteristics. Therefore identification of moulds with conventional methods is reliable only if

they are performed by an experienced mycologist. Two crucial limitations when identifying fungal

infections are also subjectivity and time restraints. Mass spectrometry hence presents an efficient,

quick and objective alternative method for the identification of fungal cause of infections. MALDI-

TOF MS has recently been discovered as a powerful tool for the identification of yeasts, but there

is still ongoing research regarding the identification of moulds. The main problem present the

protein extraction method, which is crucial for a successful identification. In our study we have

compared the full protein extraction method, which is recommended by Bruker manufacturer, with

a partial extraction method and direct surface method. Unfortunately, none of the methods has been

proven useful for the identification in diagnostic mycological laboratory. In the second part of our

study we have demonstrated the influence of a quality and extensive library is an important pillar

for successful identification. Out of 73 isolates of moulds, which were used in our study and are a

part of the commercial data library, we successfully identify 57 isolates, thereof 27 isolates have

been identified with the full protein extraction method, 24 isolates with the partial extraction

method and 6 isolates with the direct surface method. For the remaining 23 isolates, which were not

presented in the commercial data library, the methods have been proven useless. In the final part of

the research we have performed an identification of moulds Aspergillus lentulus, which is not

included in the manufacturer’s library. Identification of this mould has been successful after we had

created our own mass spectrum of this isolate and included it in the manufacturer’s library.
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1 UvOD

Plesni so filamentozne glive, ki poleg kvasovk povzroc¢ajo pri ljudeh Stevilne okuzbe.
Mikoze so takoimenovane okuzbe z glivami in so lahko le estetski problem ali pa
povzro¢ajo Stevilne zdravstvene tezave, ki lahko vodijo celo v smrt. Ker je pravilna ter
hitra identifikacija povzrocitelja mikoze izrednega pomena za pravilno izbiro zdravljenja in
s tem prognozo bolezni, je metoda, s katero identificiramo povzroditelja, odlo¢ilna.
Pomembno je, da je ta hitra in zanesljiva, saj je izid bolezni ob zakasneli uvedbi
zdravljenja pri bolnikih lahko zanje usoden. ldentifikacija patogenih gliv temelji na
morfolosko-fizioloskih znacilnostih izolatov in molekularnih metodah, ki so drage ter
dolgotrajne, ali pa zahtevajo izkuSeno laboratorijsko osebje. lonizacija v matriksu z
lasersko desorpcijo (angl. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight
Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS) je vrsta masne spektrometrije, ki omogoca hitro in
zanesljivo identifikacijo bakterij in kvasovk. MALDI-TOF MS je nedestruktivna
ionizacijska tehnika, pri kateri z laserjem obsevamo predhodno obdelan vzorec. Pri tem
pride do sublimacije molekul matriksa ter prenos nehlapnih molekul polipeptida v plinsko
fazo. V tej prihaja do trkov med ioni in molekulami ter nastanka protonov, ki pospeseno
potujejo proti masnemu analizatorju. TOF (angl. Time of Flight) je najpreprostej$i masni
analizator, ki locuje ione glede na njihovo hitrost potovanja v merilni cevi, po pospesitvi v
elektriénem polju. Ta je odvisna od razmerja mase in naboja (m/z). LoCene ione prepozna
detektor, ki jih lo¢i glede na maso (m) in naboj (z). Kot rezultat dobimo razlicne spektre, s
katerimi lahko identificiramo mikroorganizem. Zaradi naravne odpornosti dolo¢enih vrst
gliv proti antimikotikom je identifikacija do vrste izjemnega pomena za zdravljenje
bolnikov. Velikokrat s konvencionalnimi metodami lahko identificiramo izolat le do nivoja
rodu, kar pa v nekaterih primerih ni dovolj. MALDI-TOF MS predstavlja alternativo pri
identifikaciji gliv v diagnosti¢nih laboratorijih. Omogoca namre¢ pravilno identifikacijo do
nivoja vrste v kratkem casu. Zaradi specifi¢nih strukturnih lastnosti plesni (debela in
kompleksna celicna stena) je sprostitev znotrajcelicnih beljakovin otezena, s tem pa
zmanjSana kakovost vzorca primernega za identifikacijo z metodo MALDI-TOF MS. S
tem se posledi¢no zmanjSa verodostojnost identifikacije izolata plesni do nivoja vrste in
razvije potreba po ucinkovitih postopkih ekstrakcije znotrajceli¢nih beljakovin. Potrebna je
posebna predpriprava vzorcev, tako imenovana ekstrakcija z mravlji¢no kislino. Ta
postopek je v vecini primerov dolgotrajen ter ni standardiziran, zato se identifikacija plesni
z metodo MALDI-TOF MS za zdaj Se ne uporablja kot zlati standard v diagnosti¢nih
laboratorijih. Zaradi vedno vecjega Stevila bolnikov z oportunisticnimi mikozami in visoke
smrtnosti teh bolezni so raziskave na tem podrocju koristne. Ko bodo znanstveniki odkrili
uspesno ekstrakcijsko metodo in jo standardizirali, bo identifikacija plesni do nivoja rodu
oziroma vrste hitra, objektivna in u¢inkovita.
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1.1 NAMEN DELA

e primerjati tri razlicne ekstrakcijske metode beljakovin za identifikacijo
filamentoznih gliv iz kulture, z MALDI-TOF MS

e ugotoviti, ali je katera od preizkuSanih metod identifikacije filamentoznih gliv iz
kulture analizirana z MALDI-TOF dovol;j specifi¢na, ob¢utljiva in hitra za uporabo
v rutinski diagnostiki

1.2 HIPOTEZE

Pri¢akovali smo, da bo metoda polne ekstrakcije beljakovin po proizvajal¢evih navodilih
(Bruker Daltonik, Bremen, Nemcija) dala vi§ji delez pravilno identificiranih vrst kot
modificirani metodi - delna ekstrakcija in neposredni nanos.

Prav tako smo pricakovali, da bo delna ekstrakcija uspesnejSa kot neposredni nanos.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 KLASIFIKACIJA MEDICINSKO POMEMBNEJSIH PLESNI

Nitaste oziroma filamentozne glive, ki tvorijo vecceli¢ni micelij, imenujemo plesni. V
splosnem glive spadajo v lastno kraljestvo, saj se od ostalih organizmov iz drugih
kraljestev lo€ijo po ve¢ pomembnih znacilnostih. Te zajemajo zgradbo celi¢ne stene, nacin
prehranjevanja in razmnoZevanja ter samo organizacijo organizma. Do zdaj je znanih in
opisanih veliko ve¢ kot 100 000 vrst gliv. Z okuzbami ljudi je povezanih manj kot 500 vrst.
Priblizno 100 vrst ima sposobnost povzrociti okuzbo pri ljudeh z normalno delujo¢im
imunskim odzivom. Preostanek, torej 400 vrst, pa izzove bolezen pri osebah s
pomanjkljivim imunskim odzivom (Brandt in sod., 2011). Kljub vsemu, ne smemo
zanemariti ogromnega Stevila vrst, ki $e niso bile opisane. Znanstveniki predvidevajo, da
se na naSem planetu lahko nahaja do 5,1 milijona vrst gliv (Blackwell, 2011).

Klasifikacija gliv je Se pred nekaj leti temeljila predvsem na opazovanju morfologije
spolnih razmnozevalnih struktur. Po odkritju molekularni metod pa je priSlo do nekaterih
sprememb v klasifikaciji oziroma taksonomiji gliv. Glede na glivni slovar kraljestvo Fungi
obsega 6 debel: Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota,
Microsporidia ter Zygomycota (Kirk in sod., 2008).

MICROSPORIDIA D
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Dimargaritales
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Kickxellomycotina j
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Zoopagomycotina )
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Slika 1:

Prikaz filogenetskega drevesa pravih gliv na osnovi analize ribosomskih genov in drugih

uveljavljenih taksonomskih molekularnih markerjev (Hibbet in sod., 2007: 515).
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Hibbet in sodelavci (2007) porocajo, da so glive, ki so pred razvojem molekularnih metod
na podlagi morfoloskih znacilnosti spadale v deblo Zygomycota, na osnovi analiziranih
molekularnih markerjev polifiletske. Edina filogenetsko jasno lo¢ena skupina od prej
uvrscenih gliv v deblo Zygomycota, je skupina endomikoriznih gliv, ki so jo premestili na
nivo debla kot Glomeromycota, medtem ko ostalih $e niso uvrstili v debla, in imajo zato
oznako »incertae sedis«. Na sliki 1 so omenjene taksonomske skupine prikazane v svetlo
sivih poljih. Po glivnem slovarju so poddebla »incertae sedis« Mucoromycotina,
Kickxellomycotina, Entomophthoromycotina in Zoopagomycotina (Kirk in sod., 2008).
Eno izmed medicinsko pomembnejsih poddebel je Mucoromycotina, v katero uvrséamo
red Mucorales. Ta obsega vecino za ¢loveka patogenih rodov, kot so Lichtheimia, Mucor,
Rhizomucor in Rhizopus. Nekatere glive iz redu Entomophthorales povzroc¢ajo obolenja
tudi pri zdravih posameznikih, ki nimajo oslabljenega imunskega sistema. To so
predstavniki rodov Basidiobolus in Conidiobolus, ki povzroc¢ajo tropske podkozne mikoze,
Ki se pojavljajo na endemskih obmogcjih, in so redke. Taksonomsko najobseznejSe deblo
Ascomycota vkljucuje najpomembnejSe povzroditelje mikoz, tako nekatere kvasovke
(Candida, Pichia, Saccharomyces) kot tudi plesni (Aspergillus, Penicillium, Fusarium).
Plesni rodu Penicillium praviloma ne povzrocajo okuzb, saj okuzbe — peniciloze povzroca
izkljuéno ena vrsta, P. marneffei, ki lahko povzroca sistemske mikoze. Za mnoge
predstavnike debla Ascomycota je znacilno, da imajo spolni (teleomorf) ter nespolni
(anamorf) stadij, kar se je odrazalo tudi v dvojnem poimenovanju gliv, saj je vsaka od teh
dveh oblik imela svoje ime. Primer anamorfnega rodu je Histoplasma, primer
teleomorfnega pa Ajellomyces. Plesni rodu Aspergillus, ki imajo prav tako spolni in
nespolni stadij, so klasificirane kot anamorf in so wvcasih spadale v skupino
»Deuteromycota«, ki je bila izkljuéno prakti¢ne narave in nikoli ni imela filogenetskega
pomena. Teleomorfi rodu Aspergillus so bili razdeljeni v 7 rodov znotraj redu Eurotiales.
Medicinsko pomembna sta oba stadija. Tako je npr. telemorf vrste A. fumigatus
Neosartorya fumigata (Brandt in sod., 2011). Danes se glive poimenujejo po spremenjenih
pravilih Mednarodnega kodeksa nomenklature za alge, glive in rastline, po katerem ima
vsaka vrsta glive izklju¢no eno ime. Za vrste rodu Aspergillus se se odlocajo, ali bodo to
imena teleomorfnih ali anamorfnih rodov (Samson in sod., 2014).

Tudi v deblu Basidiomycota najdemo glive, ki povzrocajo okuzbe pri ljudeh.
Najpomembnejse so bazidiomicetne kvasovke, ki pripadajo rodovom Cryptococcus,
Malassezia in Trichosporon (Brandt in sod., 2011).

2.2 EPIDEMIOLOGHIA

Glive so ubikvitarni mikroorganizmi, ki jih najdemo skoraj povsod po svetu, tako v tleh,
vodi in zraku, kot v razpadajocem materialu. Za epidemiologijo invazivnih gliviénih okuzb
je znaclilna geografska in ¢asovna spremenljivost. Incidenca teh okuzb povsod po svetu
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naras¢a in tako predstavlja pomemben dejavnik komplikacij pri hospitaliziranih bolnikih
(Brown, 2011).

Najpogostejse glive, ki povzro¢ajo invazivne mikoze pri ljudeh, so glive iz rodu Candida.
Povzrocajo priblizno 70 % vseh mikoz, glavni povzroditelj je Candida albicans, sledijo ji
C. glabrata, C. tropicalis ter C. parapsilosis (Delaloye in Calandra, 2014; Morace in
Borgi, 2010 ). O invazivnih glivi¢nih okuzbah, ki jih povzro¢ajo plesni, govorimo kadar iz
obi¢ajno sterilnih mest, tkiv in telesnih tekoCin, izoliramo filamentozne glive kot so
Aspergillus, Fusarium in Mucorales (Montagna in sod., 2013). Med njimi so najpogoste;jsi
povzrocitelji plesni vrste Aspergillus fumigatus, ki povzroc¢ajo 10-20 % vseh invazivnih
mikoz pri ljudeh. Glive rodu Aspergillus povzro¢ajo invazivno aspergilozo, ki je postala
eden izmed glavnih vzrokov smrti pri bolnikih z oslabljenim imunskim odzivom.
Umrljivost pri bolnikih z invazivno aspergilozo je od 40 do 90 %. Prizadeti so predvsem
bolniki po presaditvi krvotvornih mati¢nih celic, jeter, plju¢ in srca (Kim, 2010; Sim¢i¢ in
Matos, 2010).

Bolezni, ki jih povzrocajo oportunisti¢ne glive, so torej vedno bolj pogoste in dandanes
obsegajo 15 % vseh bolnisni¢nih okuzb (Delaloye in Calandra, 2014; Brown, 2011).
Mikoze so Se posebej problemati¢ne na oddelkih za intenzivno terapijo, predvsem zaradi
poveCane ter nesmotrne uporabe antibiotikov in invazivnih zdravniskih posegov
(Meersseman in Wijngaerden, 2007; Russo in sod., 2011). Porast mikoz so opazili
predvsem pri imunsko oslabljenih bolnikih, katerih $tevilo se v zadnjih letih povecuje. K
ve¢ji incidenci pripomore tudi daljSe prezivetje bolnikov, ki so oboleli za smrtnimi
boleznimi ter selektivni pritisk Sirokospektralnih kemoterapavtikov, ki se uporabljajo v
namene profilakse ali zdravljenja (Brown, 2011). Zadnja leta porocajo o porastu okuzb, ki
jih povzrocajo plesni kot so Mucor, Lichtheimia, Rhizopus in drugi predstavniki biv§ega
razreda Zygomycetes. Nekateri znanstveniki menijo, da je glavni razlog povecana uporaba
antimikotika vorikonazola (Malani in Kauffman, 2007), ki je zdravilo izbora za zdravljenje
invazvine aspergiloze. Zgoraj omenjene plesni so namre¢ odporne proti vorikonazolu.
Raziskave so pokazale, da je pri bolnikih z levkemijo oziroma pri bolnikih z visokim
tveganjem odstotek okuzenih posameznikov 3-8 %. NajpogostejSi povzrocitelj
mukormikoz (zigomikoz) je plesen Rhizopus arrhizus, ki predstavlja 70 % vseh
identificiranih vzorcev oziroma primerov mukormikoz. Invazivne glivicne okuzbe,
povzrocene z drugimi vrstami gliv, na primer Fusarium, so pri bolnikih na intenzivnih
oddelkih redkejSe (Ibrahim in sod., 2011; Tortorano in sod., 2011).

2.3 DEJAVNIKI TVEGANJA

Okuzbe, ki jih povzrocajo glive, so lahko lokalne ali sistemske. Lokalne okuZbe se
pojavljajo na kozi, nohtih, lasiS¢u, na sluznicah v ustni votlini ali vagini. Za njimi
zbolevajo tako ljudje z okrnjenim imunskim odzivom, kot tudi imunsko kompetentni
ljudje. Povzrocitelji mikoz pri slednjih so dermatofiti, kamor sodijo glive iz rodov
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Trichophyton, Microsporon in Epidermophyton in vrste iz rodu Candida (Sugar, 2008). Za
nekatere okuzbe, ki jih povzrocajo glive iz rodu Candida, je znacilno, da nastanejo ob
poruseni normalni mikrobioti, ki je posledica dolgotrajnejSega jemanja antibiotikov, ali e
lokalni fizikalni pogoji zaradi poveCane vlaznosti in maceriranja koze omogocijo
prekomerno razrast gliv in vnetni odgovor nanje (Sullivan in sod., 2005).

Primarno patogene vrste povzrocajo okuzbe pri osebah z normalno delujoCim imunskim
sistemom. Sem sodijo tudi glive, ki povzrocajo endemske mikoze, ki sodijo v rodove
Blastomyces, Histoplasma, Coccidioides in Paracoccidioides. Histoplazmozo povezujejo s
pti¢i in netopirji, zato so posebej ogrozeni ljudje, ki raziskujejo jame, kmetje, veterinarji in
delavci na terenu. Glive rodov Blastomyces in Coccidioides se nahajajo v tleh, razpadlem
lesu, vegetaciji, ki se razkraja, in tako predstavljajo tveganje za okuzbo pri ljudeh, ki delajo
v kmetijstvu oziroma na prostem (Sullivan in sod., 2005).

Glive, ki so komenzali (vrste rodu Candida), so del normalne mikrobiote ljudi in tako kot
oportunisti (Candida, Aspergillus) povzrofajo okuzbe, kadar pride do zmanj$anega
delovanja imunskega sistema oziroma porusenja normalno prisotne mikrobiote (Sullivan in
sod., 2005). Kot sem ze omenila v prejsSnjem poglavju, so najpogostejsi povzrocitelji mikoz
med plesnimi glive rodu Aspergillus. Te povzro¢ajo med drugim tudi invazivno
aspergilozo, za katero so najbolj ogrozene imunsko oslabljene osebe, kot so na primer
bolniki z dalj§imi obdobji nevtropenije, bolniki po presaditvi krvotvornih mati¢nih celic ali
¢vrstih organov, bolniki okuzeni z virusom HIV oziroma razvitim sindromom pridobljene
imunske pomanjkljivosti (AIDS), ter bolniki s prirojeno imunsko pomanjkljivostjo, kot je
kroni¢na granulomatozna bolezen (Rementeria in sod., 2005). Najvecji dejavniki tveganja
za okuzbo in razvoj mukormikoze so slabo vodena sladkorna bolezen in druge oblike
metabolicne acidoze, zdravljenje s kortikosteroidi ter presaditev krvotovornih mati¢nih
celic ali ¢vrstih organov ter maligne bolezni (Ibrahim in sod., 2011).

Vedje tveganje za razvoj oportunisti¢nih glivi¢nih okuzb imajo tudi bolniki, ki se zdravijo
na intenzivnih oddelkih, kjer imajo obi¢ajno ve¢ dejavnikov tveganja hkrati. Med njimi so
pomembni uvedeni Zilni katetri, ki predstavljajo tveganje za vdor predvsem vrst rodu
Candida s koze v krvozilni sistem, mehanska ventilacija, hemodializa, parenteralna
prehrana, vecji kirurSki posegi, zlasti na podrocju trebusne votline, prejemanje
kortikosteroidov, ki oslabijo imunski odziv organizma, prejemanje Sirokospektralnega
antibioti¢nega zdravljenja (Kim, 2010).

Najpogostejsi povzroditelji oportunisti¢nih sistemskih mikoz so glive rodu Candida,
Aspergillus, glive bivSega debla Zygomycota ter glive rodu Fusarium (Sugar, 2008).
Zadnje tri spadajo med plesni in so predstavljene v naslednjih poglavjih.
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2.4 PLESNI KOT POVZROCITELJI GLIVICNIH OKUZB

2.4.1 Glive rodu Aspergillus

Plesni rodu Aspergillus so ene izmed najpogostejSih in najbolj razsirjenih gliv na svetu.
Glede na morfolosko in genetsko podobnost jih delimo na razli¢ne skupine oziroma sekcije
S konvencionalnimi metodami lahko identificiramo izolat le do sekcije. Sekvenciranje ITS
regije rDNA je zlati standard za identifikacijo patogenih plesni. Rod Aspergillus lahko s
sekvenciranjem ITS regije identificiramo le do nivoja sekcije (Chalupova in sod., 2014).

Priporocljivo je, da klini¢ni laboratoriji sporocajo identifikacijo izolata kot ¢lana dolocene
sekcije. V sekcijo spadajo vrste, ki so si morfolosko ali biokemijsko podobne in jih s
konvencionalnimi metodami in/ali sekvenciranjem ITS regije ne moremo razlikovati
(Alastruey-lzquierdo in sod., 2012).

Sama identifikacija povzrociteljev gliviénih okuzb do rodu Aspergillus v laboratoriju za
diagnostiko glivi¢nih infekcij ni tako zelo zahtevna, teZzave se pojavijo pri identifikaciji na
nivoju vrste, Se posebej kadar imamo opravka z »atipicnimi« vrstami ter slabo
sporulirajo¢imi organizmi (Patterson, 2011).

Najpogostejse vrste, ki povzro€ajo invazivne okuzbe, spadajo v naslednje sekcije: A.
fumigatus, A. flavus, A. niger ter A. terreus sekcija (Patterson, 2011).

2.4.1.1 Znacilnosti rodu

Glive rodu Aspergillus so oportunisti¢éno patogene glive. Patogene vrste aspergilov niso
zahtevne glede rasti, saj hitro rastejo na razli¢nih substratih. Patogene izolate lo¢imo od
nepatogenih po sposobnosti rasti pri 37 °C. A. fumigatus lahko raste celo pri temperaturah
do 50 °C. Po tej lastnosti ga lahko lo¢imo od drugih vrst gliv znotraj rodu Aspergillus
(Patterson, 2011). V splosSnem je za te plesni znacilna hitra rast, kolonije obicajno
sporulirajo v treh dneh. Nekatere vrste pa lahko rastejo tudi pocCasneje. Kolonije so na
zaCetku bele in sCasoma sporulirajo ter se posledi¢no razli¢no obarvajo. Barva kolonij je
specificna glede na vrsto. Znacilni so razlicni zeleni odtenki, rumene, oranzne, rjave in
¢rne barve. Ozadje kolonij je ponavadi belo, zlato ali rjavo (Larone, 2011).

Znanstveniki opazajo, da so dolocene vrste pridobile odpornost proti antimikotikom. Tako
je znano, da je proti amfotericinu B odporna plesen A. terreus. Odpornost proti
omenjenemu antimikotiku pa lahko kazejo tudi A. flavus, A. nidulans, A. lentulus, A. ustus
ter A. glaucus. Te plesni sicer niso absolutno odporne kot A. terreus, temvec kazejo
naravno povisane MIK (minimalna inhibitorna koncentracija) (Patterson, 2011).
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2.4.1.2 Mikroskopske lastnosti

Pod mikroskopom lo¢imo glive rodu Aspergillus po naslednjih znacilnostih: septirane hife,
Ki v premeru meriju od 2,5 do 8,0 um. Konidiofori so nerazvejani in se pravokotno na
micelij dvigajo iz posebnih septiranih hif, imenovanih »nozne celice«. Na koncu
konidiofora je vidna terminalna zadebelitev, ki se imenuje vezikula. Vezikula je prekrita s
posebnimi konidiogenimi celicami, imenovanimi fialide. Te celice so stekleniCaste oblike
in lahko prekrivajo del oziroma celotno vezikulo. Ce konidiogene celice izhajajo
neposredno iz vezikule govorimo o enoplastnih aspergilih. V primeru, da fialide izhajajo iz
vmesnih podpornih celic oziroma tako imenovanih metul, govorimo o dvoplastnih
aspergilih. Na fialidah nastajajo enoceli¢ni konidiji, ki so obic¢ajno okrogli, gladki ali zrnati
in tvorijo bazipetalne verizice (Larone, 2011). Konidiji so nespolne spore in so moc¢no
hidrofobni ter razli¢no pigmentirani. Nekatere anamorfne vrste aspergilov lahko tvorijo
¢rne konidije, ki vsebujejo melanin (Guarro in sod., 2010).
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Slika 2:  Prikaz nespolnih razmnozevalnih struktur gliv rodu Aspergillus (Zalar in sod., 2012: 17).
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Na sliki (slika 2) sta prikazana enoplastni (levi) ter dvoplastni (desni) aspergil. Pri obeh so
na vidne fialide iz katerih izhajajo konidiji. Pod steblom je struktura imenovana "noZna
celica” (Zalar in sod., 2012).

2.4.1.3 Patogeneza

Glive rodu Aspergillus povzrocajo Sirok spekter razlicnih okuzb, oblika bolezni pa je
odvisna predvsem od imunskega statusa okuZene osebe. Okuzbe z omenjenimi glivami se
pri imunsko kompetentnih posameznikih kaZejo kot kolonizacija, lokalne okuzbe pljuc,
sinusov, sluhovoda, alergijske reakcije ter kot preobcutljivostna bolezen pljuc¢, tako
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imenovana alergijska bronhopulmonalna aspergiloza. Zadnja je najpogostejsa pri atopikih.
Posebna oblika kolonizacije dihalnih poti je nastanek tako imenovanega aspergiloma.
Nastane zaradi kolonizacije poSkodovane plju¢ne votline oziroma bronhijev. Gre za
nekaksen klob¢i¢ hif, ki se obi¢ajno nahaja v plju¢ni votlini, lahko pa se vrasc¢a tudi v stene
drugih telesnih votlin kot so na primer sinusi, sluhovod ter zgornja celjust. Nastane lahko
kot posledica ze obstojeCe okuzbe oziroma bolezni kot so tuberkuloza, histoplazmoza, in
sarkoidoza, ki puscajo anatomske votline, v katerih se pocasi razraste aspergilom, na
tankem peclju, ki predstavlja primarno mesto kolonizacije. K nastanku aspergilomov lahko
prispevajo tudi emfizemske bule (prostori zapolnjeni z zrakom), kroni¢na obstruktivna
pljucna bolezen (KOPB) ter v redkih primerih plju¢nica povzro¢ena z Pneumocystis
jirovecii. Prisotnost aspergilomov je lahko asimptomatska in se jo diagnosticira naklju¢no.
Najpogosteje pa se izraza kot kronicen kaselj, ki ga lahko spremlja tudi izkasljevanje krvi,
hemoptiza. V 26 % vseh primerov se ob pojavu hemoptiz bolezen konc¢a s smrtnim izidom
(Patterson, 2011). Pri osebah s pomanjkljivim imunskim odzivom Aspergillus spp.
najpogosteje povzrofa invazivno pljuéno aspergilozo, ki se lahko Siri lokalno v
mediastinum ali hematogeno v druge organe, pogosto je pri tem prizadet centralni zivéni
sistem (Desoubeaux, 2013; Patterson, 2011).

Najpogostejsi nacin okuzbe z Aspergillus spp. je inhalacija konidijev, ki se nahajajo v
zraku. Kadar ti prodrejo preko dihalne poti v plju¢a in pri posamezniku ni mogoc¢ u¢inkovit
imunski odziv z monociti in nevtrofilci, se razvije invazivna plju¢na aspergiloza (Larone,
2011). Kaze se kot suh in napredujoc¢ kaselj, dispneja in bole¢ina v prsih ter vro€ina, ki je
prisotna navkljub zdravljenju s Sirokospektralnimi antibiotiki. PoviSana telesna
temperatura ni nujno prisotna pri bolnikih, ki prejemajo kortikosteroide (Patterson, 2011).
Vdihovanje spor gliv rodu Aspergillus lahko pri bolnikih z osnovnimi plju¢nimi boleznimi,
kot je KOPB, cisticna fibroza, astma povzro¢i hudo poslabSanje zdravstvenega stanja
(Kawel in sod., 2011).

Pri okuzbah sinusne votline so najpogosteje okuZeni maksilarni sinusi. Okuzba se kaze v
sinusitisu, izcedku, zamaSenosti sinusov ter bolecini. NajpogostejSa povzrocitelja sta A.
fumigatus ter A. flavus. Otomikoza je povrSinska kolonizacija uses, pogosto povzrocena z
vrstama A. niger in A. fumigatus. Najpogostejsa znaka okuzbe sta vnetje, izcedek ter
bole¢ina v usesu. V usesnem kanalu se lahko vidijo konidiofori glive A. niger celo s
prostim ocCesom. Okuzba nohtov z Aspergillus spp. se imenuje onihomikoza. Gre za
gliviéno okuzbo, ki je obi¢ajno kroni¢na. Za razliko od kvasovk je odziv na zdravljenje z
antimikotiki precej slabsi. Alergijska bronhopulmonalna aspergiloza (ABPA) je kroni¢ni
alergijski odgovor na kolonizacijo z Aspergillus spp. Obicajno se razvije pri bolnikih z
astmo, kot posledica inhalacije konidijev. Ta manifestacija okuzbe, se pojavi pri vec kot
14 % bolnikov z od steroidov odvisno astmo ter pri 7 % bolnikov s cisti¢no fibrozo. Pri
bolnikih s cisti¢no fibrozo, je kolonizacija z glivami rodu Aspergillus se posebej nevarna v
primeru presaditve plju¢, saj lahko pride do razvoja invazivne pljucne aspergiloze
(Patterson, 2011).
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2.4.2 Glive reda Mucorales

Zigomikoze oziroma mukormikoze povzrocajo naslednje glive: Rhizopus spp., Mucor spp.,
Rhizomucor sp., Lichtheimia corymbifera, Apophysomyces elegans, Saksenaea vasiformis,
Cunnighamella bertholletiae. Basidiobolus in Conidiobolus spp., povzrofata subkutane
zigomikoze imenovane entomoftoramikoze (Larone, 2011).

2.4.2.1 Znacilnosti reda

V red Mucorales spadajo termotolerantni ubikivitarni mikroorganizmi. Rastejo lahko na
kruhu, zelenjavi, sadju in semenih oziroma na razpadajo¢em organskem materialu. Prav
tako jih lahko najdemo v tleh, kompostu ter zivalskih iztrebkih. Red Mucorales
prepoznamo po sivkastih in puhastih kolonijah, ki zelo hitro prekrijejo petrijevke. Vecina
teh gliv zelo dobro raste na substratih, ki vsebujejo enostavne ogljikove hidrate. Skoraj vse
vrste pa za svojo rast potrebujejo substrate z visoko vodno aktivnostjo (Ibrahim in sod.,
2011). Zigomicete so preproste filamentozne glive s cenocitiénim micelijem. Septe so sicer
lahko prisotne, vendar redko. Odsotnost sept omogoca hitro potovanje hranil in organelov
(mitohondrij in jedro) v ¢asu rasti, absorbcijo hranil ter nastajanje spor (Larone, 2011).
Znacilna je obilna in hitra rast ter sporulacija kultur v 2-5 dnevih. Spore, ki jih tvorijo se
prenasajo po zraku, zato so lahko pogosti kontaminanti v diagnosti¢nih laboratorijih v
primeru nedoslednega asepti¢nega dela (Ibrahim in sod., 2011).

2.4.2.2 Mikroskopske lastnosti

Glavne morfoloSke lastnosti gliv redu Mucorales, ki povzro€ajo okuzbe pri ljudeh, so
Siroke hife (v premeru 5-25 um, v povprecju 12 um), ki ne rastejo vzporedno. Hife so
redko septirane s tankimi stenami, zato so posledi¢no zvite, delno kolabirane in zlomljene.
Vejanje ni dihotomno, temve¢ nepravilno pod razlicnimi koti (v€asih tudi pod pravim
kotom) na starSevsko hifo. Lahko so prisotne tudi klamidospore (Larone, 2011).



11

Zoran T. Primerjava ekstrakcijskih metod za identifikacijo plesni z masno spektrometrijo.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

Sporangij wogqn Sporangiospore
[4

¢

A <¢= Kolumela
Apofiza ==

G Sporangiofor

StolonL7
Rizoidi —%

Slika 3:  Znacilne morfoloske strukture rodu Rhizopus (Ribes in sod., 2000: 251).

Na sliki 3 so prikazane znacilne strukture rodu Rhizopus, na katere moramo biti pozorni
pri identifikaciji s konvencionalnimi metodami (Ribes in sod., 2000).

Rodove med seboj lahko locujemo na podlagi:

e prisotnosti/odsotnosti ter lokacije rizoidov (koreninam podobni izrastki),

e razvejanju oziroma odsotnosti le tega pri sporangioforih,

e oblike kolumele (majhno obmocje podobno kupoli na apeksu sporangiofora),
e prisotnosti apofize (Sirjenje v blizini apeksa na sporangioforu),

o velikosti in obliki sporangijev (Larone, 2011).

Teleomorfna oblika producira zigospore (spolne spore). Gre za debelostenske prezivetvene
strukture, ki merijo v premeru obi¢ajno ve¢ kot 30 um. Ceprav nekatere vrste plesni iz
druzine Mucoraceae tvorijo zigospore, tradicionalna klasifikacija temelji na nespolnem
razmnozevanju (anamorfu). Tipi¢ne razmnozevalne strukture, ki jih opazujemo pod
mikroskopom, so sporangiospore, to so nespolne spore, Ki nastajajo v sporangiju (Pitt in
Hocking, 2009).

2.4.2.3 Patogeneza

V primerjavi z glivami, kot sta C. albicans ter A. fumigatus, pri predstavnikih reda
Mucorales zaenkrat $e ni veliko znanega o doloCenih znalilnosti gliv, ki vodijo do
ucinkovite okuzbe gostitelja, ter imunskega odziva (Binder in sod., 2014). Povzrocajo
nekroze ter obCasno tudi granulomatozne reakcije. Tudi za mukormikoze, podobno kot za
invazivno aspergilozo, je znacilno, da so posledica invazije stene krvnih zil, kar pomeni, da
poskodujejo stene krvnih zil, posledi¢no to vodi do tromboze, zapore zil in nekroze ali
odmrtja tkiva (Larone, 2011).
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Okuzba z glivami reda Mucorales lahko privede do razvoja razli¢nih oblik bolezni, ki je
odvisen od mesta vstopa plesni oziroma od osnovne bolezni in splosnega stanja bolnika.
Poznamo razlicne klinicne manifestacije bolezni: rinocerebralna, pljuc¢na, kozna,
gastrointestinalna ter diseminirana oblika mukormikoze (Ibrahim in sod., 2011).

Pri bolnikih z iztirjeno sladkorno boleznijo in pri bolnikih, ki se zdravijo zaradi malignih
hematoloskih bolezni, kot so levkemije, limfomi in so mo¢no imunsko oslabljeni, se
obicajno razvije rinocerebralna mukormikoza. Pri slednjih se lahko pojavijo tudi druge
oblike bolezni, kot so plju¢na ali razSirjena okuzba. Vzrok za razvoj pljucne in
rinocerebralne oblike mukormikoze je inhalacija spor. Vstopno mesto za razvoj omenjenih
oblik mukormikoz so dihala. Mozni so tudi drugi nacini okuzbe, tako v primeru direktnega
kontakta s kozo lahko pride do razvoja lokalne okuzbe koze, zauzitje spor pa lahko vodi do
gastrointestinalne oblike mukormikoze pri imunsko zelo oslabljenem gostitelju.
Najpogostejsa oblika zigomikoze je rinocerebralna oblika, ki predstavlja tretjino do
polovico vseh primerov mukormikoz in prizadene vecinoma diabeti¢ne bolnike s
ketoacidozo (70 %) in hematoonkoloske bolnike (Ibrahim in sod., 2011).

2.4.3 Manj pogosti povzrocitelji mikoz

2.4.3.1 Glive rodu Fusarium

Saprofitne plesni rodu Fusarium najdemo predvsem v tleh. Znani so predvsem Kot
rastlinski patogeni in kvarljivci hrane. Najdemo jih na sadju in zelenjavi, kjer povzrocajo
gnilobo, ter v zitnih izdelkih. Do zdaj je znanih vec¢ kot 50 vrst, od tega 12 vrst povezujejo
z okuzbami pri ljudeh. Najpogostejsi povzroditelj okuzb je Fusarium solani, ki povzro¢a
priblizno 50 % vseh primerov. Sledijo F. oxysporum (20 %) ter F. verticillioides (10 %) in
F. moniliforme (1 %). Redke vrste, ki prav tako lahko povzrocajo okuzbe pri ljudeh so F.
dimerum, F. proliferatum ter druge (Garnica in Nucci, 2013).

2.4.3.2 Znacilnosti rodu

Za glive rodu Fusarium je znadilna hitra sporulacija (4 dni). Kolonije so bombazne in
sprva bele, vendar se hitro razvije roza ali vijoli¢en center. Nekatere vrste ostanejo bele,
spet druge so lahko v oranznih do rjavkastih odtenkih. Posebna vrsta je F. solani, za katero
so znacilne modro-zelene ali modro-rjave kolonije ter razvoj gru¢ konidiogenih celic.
Ozadje kolonij je obi¢ajno belo, vendar se lahko obarva tudi temno (Larone, 2011).

2.4.3.3 Mikroskopske lastnosti

Ta rod plesni ima septiran micelij ter 2 tipa konidijev (slika 4). Konidiji nastajajo na
konidioforih, ki so neseptirani in kratki ter rastejo iz micelija posamic¢no ali v Sopih. Prvi
tip konidijev se imenujejo makrokonidiji in v $irino merijo 2-6 um, v dolzino pa 14-80 pum.
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Ti konidiji so septirani (3-5 sept) ter srpaste oziroma colnicaste oblike in so na sliki (slika
4) prikazani na levi strani. Mikrokonidiji so elipsoidne oblike in manj$i (2-4 X 4-8 um) ter
obi¢ajno enoceli¢ni, lahko tudi dvoceli¢ni. Pri nekaterih vrstah lahko opazimo tudi
klamidospore (zadebelitve iz micelija) (Larone, 2011).

Slika 4:  Prikaz tipi¢nih struktur, znadilnih za plesni rodu Fusarium (Larone, 2011: 306).

Znacilne strukture po katerih prepoznamo plesni rodu Fusarium, so makrokonidiji, Ki so
colnicaste oblike, ter enoceli¢ni oziroma dvoceli¢ni mikrokonidiji (Larone, 2011).

2.4.3.4 Patogeneza

Te vrste plesni povzro¢ajo okuzbe tako pri imunsko nekompetetnih kot pri zdravih,
imunsko kompetentnih posameznikih. NajpogostejSe oblike pri imunsko kompetentnih so
keratitisi (F. solani) ter onihomikoze (F. oxysporum). Klini¢na slika okuzbe pri ljudeh z
oslabljenim imunskim odzivom pa je odvisna predvsem od obsega same okuZzbe ter v
kolikS§ni meri je prizadet imunski sistem. Bolezen je pogosto smrtna. NajpomembnejSa
dejavnika tveganja za razvoj okuzb glivami rodu Fusarium sta nevtropenija ter deficit
limfocitov T (Garnica in Nucci, 2013). V zadnjih letih so opazili povetano Stevilo
primerov razsirjenih sistemskih okuzb pri nevtropeni¢nih bolnikih. Stevilo primerov
invazivne fuzarioze naras¢a predvsem v juzni Ameriki. Do zdravstvenih teZav lahko pride
tudi preko uzivanja kontaminiranih Zitaric, saj nekatere vrste rodu Fusarium lahko tvorijo
mikotoksine. V tem primeru lahko pride do zastrupitev, ki se najpogosteje kaze kot slabost
in bruhanje (Larone, 2011).

2.5 CELICNA STENA

Zaradi otezenega dostopa do hranil, sprememb v osmolarnosti, pH vrednosti, temperaturi
ter izpostavljenosti toksicnim komponentam, je gostitelj za rast in razvoj gliv precej
neugodno okolje (Malavazi in sod., 2014). Ce bi odstranili oziroma oslabili celi¢no steno,
bi organizem prezivel le v primeru, da je zas€iten pred osmozo. Ker celi¢na stena vsebuje
veliko hidroliti¢nih in toksi¢nih molekul, ki glivi omogocajo prezivetje v nekem okolju,
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lahko recemo, da ima tudi agresivno oziroma za gostitelja uni€ujoco plat. Pomembna
lastnost celicne stene je rigidnost, ki glivi omogoca oziroma olajSa penetracijo v razlicne
substrate (Latgé, 2007).

Celi¢na stena je kompleksna in dinamic¢na struktura ter predstavlja prvo obrambno linijo
(zaCetna bariera), hkrati pa ima pomembno vlogo tudi pri morfologiji, razvoju in virulenci
gliv (Malavazi in sod., 2014). Zaradi prilagajanja na okolje se lokalizacija in vsebnost
polisaharidov v celi¢ni steni nenehno spreminjata, kar glivam omogoca, da se izognejo
imunskemu sistemu gostitelja (Latgé in Beauvais, 2014). Znanstveniki menijo, da so za
dinamiko glede sestave celi¢ne stene odgovorna glikozilfosfatidilinozitolnega (GPI) sidra,
saj je jedro celi¢ne stene (glukani, hitin in glikoproteini) pri vecini gliv podobno oziroma
enako (Latgé in Beauvais, 2014).

Manoprotem
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Slika5:  Shematski prikaz strukture celi¢ne ovojnice gliv (Vega in sod., 2011: 3).

Celi¢na ovojnica gliv je sestavljena iz celiéne membrane, ki poleg fosfolipidov vsebuje
razlicne membranske beljakovine in celine stene na povrSini, ki jo sestavljajo
manoproteini, glukani ter hitin (Netea in sod., 2008). V notranjem sloju celi¢ne stene tako
najdemo pretezno polisaharide, medtem ko v zunanjem sloju prevladujejo beljakovine.
Nekatere vrste gliv lahko v celi¢ni steni vsebujejo tudi razliéne pigmente, kot je na primer
melanin. Glavne komponente celi¢ne stene so torej hitin, glikoproteini ter B- in a-glukani
(vsebnost teh je odvisna od vrste glive) (Goldman in Vicencio, 2012).

Hitin je polimer N-acetilglukozamina in je osnovna komponenta celicne stene pri glivah
(Goldman in Vicencio, 2012). Ima pomembno vlogo pri aktivaciji oziroma spodbujanju
imunskega odziva gostitelja (Lenardon in sod., 2010). Cloveski imunski sistem je s
pomoc¢jo posebnih encimov hitinaz sposoben prepoznati ter razgraditi hitin (Vega in
Kalkum, 2012). Hitin torej nima le strukturne vloge pri celicni steni, temve¢ je
pomembnen tudi pri patogenezi gliv (Goldman in Vicencio., 2012).

Glikoproteini so beljakovine, ki so kovalentno vezane na glikanski del. Najdemo jih na
zunanjem delu celi€ne stene in igrajo pomembno vlogo pri virulenci in adheziji gliv.
Lo¢imo jih na integralne ter periferne beljakovine celi¢ne stene. Primer perifernih
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beljakovin so hidrofobini in jih najdemo v celi¢ni steni konidijev. Integralne beljakovine
celicne stene so lahko zasidrane preko GPI sidra v celicno membrano ali pa se dodajo
oziroma vkljucijo v matriks celi¢ne stene (Latgé, 2007; Netea in sod., 2008).

Polisaharide v celi¢ni steni lahko lo¢imo na dve plasti: v alkalnem topni oziroma netopni
polisaharidi. Integralni del celi¢ne stene predstavljajo polisaharidi topni v alkalnem in ga
gradijo razvejani B-1,3 ter 1,6-glukani. Ti so kovalentno vezani na hitin preko B-1,4 vezi.
Sestava tega sloja je specifi¢na glede na razred oziroma rod. Sloj, v katerem so alkalno
netopni polisaharidi, pa kot nekakSen interkalirajo¢ cement povezujejo prej omenjene
fibrile med seboj (Latgé, 2007). Sestava tega sloja je specificna glede na razred oziroma
rod. V notranjem sloju so tako predvsem linearne verige o(1-3)-glukanov, znotraj teh z
a(1-4) vezjo povezane glukozne enote, na vsako stoto glukozo vezano z o(1-3) vezjo,
galaktomaman in galaktozaminogalaktan (GAG). Skupna lastnost vsem glivam v strukturi
celicne stene je vezava B(1,3)-glukana na hitin z B(1,4) vezjo (Fontaine in sod., 2011;
Fontaine in sod., 2000).

Latgé in Beauvais (2014) porocata o razlikah v sestavi celi¢ne stene konidijev in micelija
pri glivi A. fumigatus. Konidiji so infektivne in razmnozevalne strukture, ki jih glive
tvorijo v stresnih razmerah. Vegetativni micelj pa je za razliko od konidijev invaziven in
obcutljiv na stresne razmere. Notranji sloj celicne stene micelija oziroma konidijev se v
sestavi polisaharidov ne razlikuje, opazne pa so razlike v zunanjem sloju. Pri glivi A.
fumigatus najdemo na povrSini konidijev melanin in posebno beljakovino imenovano
hidrofobin (Aimanianda in sod., 2009).



16

Zoran T. Primerjava ekstrakcijskih metod za identifikacijo plesni z masno spektrometrijo.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

8. cerevisiae
A. fumigatus

-y
N
i SN
/ Razvejani 81,3/1,6 glukan
Y A
Plast (31,3/1,4 glukan ;
polisaharidov > 2 )
netopnih N 6 000000 SRR 08000000 0L sl sl hitin
v alkalnem Y 2 { ; A
7 31,6 glukan
Galaktofuran — % %oy
A Yu..
u,'“v
Hitin

R
> Manan

D000800009 %0000
2080008,

'\01.3-01.4 glukan

21,6 glukan
- Manan

Plast
polisaharidov

topnih <
v alkalnem 21,3 Glukan f? ;T‘“

] 3 Manan ’f

Galaktofuran f

\

Slika 6:  Shematski prikaz razlik v sestavi celi¢ne stene pri kvasovki Saccharomyces cerevisiae in
filamentozni glivi Aspergillus fumigatus (Latgé, 2007: 2).

Integralni del celi¢ne stene je kemijsko gledano sestavljen iz razvejanih -1,3-glukanov, ki
so povezani s hitinom (Latgé, 2007). Na sliki (slika 6) je v sivem kvadratu prikazan
integralni del celicne stene, ki je pri vecini gliv podobno. Kompleksi grajeni iz hitina in
glukana so na druge polisaharide povezani s kovalentno vezjo. Sestava le-teh v celi¢ni
steni je odvisna od vrste glive. NajpogostejSa povzrocitelja mikoz se v celicni steni
razlikujeta predvsem po vsebnosti glukanov. Filamentozna gliva A. fumigatus vsebuje S-
1,3- in p-1,4-glukane, ter a-1,3-glukane (Latgé, 1999). Celi¢no steno kvasovke C. albicans
pa sestavljajo predvsem [-1,3-glukani ter B-1,6-glukani (Netea in sod., 2008).

Celic¢na stena je pomemben celi¢ni organel tako za prezivetje in virulenco gliv kot za
diagnostiko in zdravljenje. Razumevanje funkcij komponent celi¢ne stene ter poznavanje
njene sestave je izjemno velikega pomena pri razvijanju novih antimikotikov, kot pri
razvijanju hitrih in specifi¢nih diagnosti¢nih metod za detekcijo povzrociteljev mikoz.
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2.6 VIRULENTNI DEJAVNIKI

Razumevanje virulentnih dejavnikov je pomembno ne le za odkrivanje novih diagnosti¢nih
metod povzrocitelja, temvec tudi za razvoj novih uc¢inkovitih antimikotikov (Krishnan in
Askew, 2014). Patogenost gliv je odvisna od vrste seva ter imunskega statusa bolnika. Pri
glivah do zdaj $e niso odkrili virulentnih dejavnikov, ki bi bili enotni za razvoj in virulenco
plesni (Rementeria in sod., 2005).

Rementeria in sodelavci (2005) povezujejo virulenco glive A. fumigatus z naslednjimi
skupinami molekul oziroma genov:

e Toksini: asp-hemolizin, ribotoksin, gliotoksin, fumigaklavin C, aurasperon,
helvoli¢na kislina.

e Alergeni: Asp fl in Asp f23.

e Encimi: alkalna serin-proteaza (Alp in Alp2), metaloproteaza (Mep), fosfolipaza C
in B, dipeptidil-peptidaza (DpplV in DppV).

e Pomembni encimi, ki sodelujejo pri oksidativnem stresu: katalaze, superoksid
dismutaze, peroksidaze.

¢ Komponente celi¢ne stene: 3(1-3)-glukani, galaktomanani, galaktomananoproteini
(Afmpl in Afmp2) ter hitin-sintaze (Chs; chskE in chsG) in druge.

e Molekule, ki omogoc¢ajo izmikanje imunskemu odzivu: hidrofobini (RodA),
dihidroksinaftalen DHN-melanin.

Latgé in Beauvais (2014) menita, da so polisaharidi pomembni virulentni dejavniki, saj se
njihova vsebnost in sestava v celi¢ni steni nenehno spreminjata in sta odvisni od $tevilnih
stresnih dejavnikov. Za patogenezo plesni A. fumigatus je nujna sinteza a-1,3-glukana
(Beauvais in sod., 2013). Studije so pokazale, da inhibicija encimov, ki sintetizirajo
polisaharide, lahko povzroci propad glive (Latgé, 2007). Polisaharidi celi¢ne stene zavirajo
imunski odziv gostitelja, nekateri (B-glukani in o-glukani) pa lahko celo §€itijo pred
okuzbami z glivo A. fumigatus oziroma pred okuzbami z drugimi mikroorganizmi
(Fontaine, 2011). Izlo¢anje hidrofobinov ter prisotnost melanina zmanjSuje izpostavljenost

B-1,3-glukanov imunskemu odzivu gostitelja (Chai in sod., 2010; Carrion in sod., 2013).

Fontaine in sodelavci (2011) porocajo o polisaharidu GAG, adhezinu, ki deluje kot
antigenska molekula.
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Slika7:  Vpliv GAG glive Aspergillus fumigatus na prirojen (naravni) imunski odziv (Latgé in
Beauvais, 2014: 5).

Slika 7 prikazuje, kako GAG prispeva k virulenci plesni preko adhezije na epitelijske
celice ter imunosupresivnega delovanja. Znana sta dva protivnetna mehanizma GAG.
Omenjen adhezin inhibira protivnetne celice T pomagalke (Th1) in sintezo citokinov Th17
preko induciranja antagonista interlevkinskega-1 receptorja (IL-1Ra). Torej zavira
normalno delovanje imunskega sistema, saj imajo celice Thl in Thl7 nalogo
odstranjevanja dolo¢enih patogenov. GAG oziroma njegovi derivati zaradi indukcije IL-
1Ra kaZejo potencial pri zdravljenju bolezni, ki ji posreduje IL-1. Drugi mehanizem
protivnetnega delovanja pa pripomore pri zmanjSevanju infiltracije nevtrofilcev tekom
okuzbe plju¢. GAG inducira apoptozo nevtrofilcev, ki poteka s pomocjo naravnih celic
ubijalk (NK-celic), in se tako izogne imunskemu odzivu (Latgé in Beauvais, 2014).

Epitop oziroma molekula, ki je del antigena GAG in jo prepozna imunski sistem, je N-
acetilgalaktozamin (GalNAc). Vloga GAG je posredovanje vezave glive na plastiko,
fibronektin in epitelijske celice gostitelja. Lahko pa tudi zavira vnetni odziv tako, da
zamaskira -glukane v celi¢ni steni in jih dektin-1 ne more prepoznati. GAG nima za§Citne
funkcije temve¢ deluje imunosupresivno tako, da inducira apoptozo nevtrofilcev, ki so
kljuéni pri zasciti pred patogenom. Omenjen polisaharid tvorijo tudi druge vrste gliv
Aspergillus in drugi rodovi gliv, kot na primer: Penicillium, Fusarium, Neurospora,
Rhizopus in Helminthosporium (Gravelat in sod., 2013; Fointaine in sod., 2011).

Galaktomanan je izvenceli¢ni antigen, imunoglobulin, ki ga najdemo v celi¢ni steni
konidijev in hif. Njegova vloga je prenos hranil in ionov, pomemben pa je tudi pri vezavi
konidijev na gostiteljske celice. Galaktomanan je najbolj uporaben diagnosti¢ni kazalec, ki
ga doloamo pri osebah z invazivno aspergilozo (Rementeria in sod., 2005).

To¢na vloga hitina v povezavi z imunskim sistemom Se ni popolnoma razjasnjena
(Goldman in Vicencio, 2012). Nishimura in sodelavci (1986) so v raziskavi pokazali, da
hitin spodbuja imunski odziv oziroma inducira izraZanje interlevkina-1 in poveca sintezo
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protiteles. V' nasprotju s prej omenjenim, pa Reese in sodelavci (2007) ter Van Dyken in
sodelavci (2011) menijo, da hitin sprozi povecano akumulacijo eozinofilcev in bazofilcev.
Wagner in sodelavci (2010) pa so v svoji Studiji pokazali, da ima hitin protivnetne lastnosti
in zavira proliferacijo T-celic.

Hidrofobin (RodA) je majhna hidrofobna beljakovina, ki obdaja povrsino konidijev glive
A. fumigatus. Ima pomembno vlogo pri maskiranju povrSine -glukanov v roZenici tekom
keratitisa. Hidrofobine najdemo le na povrsini konidijev in so izjemno odporni na kemijsko
razgradnjo. Znanstveniki so pokazali, da se z odstranitvijo beljakovine RodA ter izbrisom
gena (rodA), ki nosi zapis za prej omenjeno beljakovino, povea izpostavljenost
povrsinskih B-glukanov v konidijih (Carrion in sod., 2013).

Encimi in toksini delujejo na ¢loveske celice sinergisti¢no in/ali aditivno. Delujejo direktno
ali pa pomagajo pri vdoru glive v gostitelja tekom okuzbe (Rementeria in sod., 2005).
Glive rodu Aspergillus sintetizirajo $irok nabor toksinov. Nekateri od teh toksinov
povzroc¢ajo mikotoksikoze (zastrupitve z kontaminirano hrano) ali pa se tvorijo v gostitelju
in imajo pomembno vlogo pri patogenezi. Med zadnje spadajo gliotoksin, fumagilin in
helvoli¢na kislina, ki jih najdemo v hifah glive A. fumigatus. Zadnja dva toksina sta nujna
za poskodbo gostiteljevih imunskih celic ter sluznic. Gliotoksin pa je najbolje preucen ter
najmoc¢nejsi toksin plesni A. fumigatus. Aflatoksin je hepatotoksi¢en, kancerogen in
teratogen mikotoksin, ki ga izdelujeta vrsti A. flavus in A. parasiticus (Guarro in sod.,
2010).

Za vdor v pljuéni epitelij, razgradnjo organskega materiala ter CloveSkih tkiv, plesni
izlo¢ajo zunajceli¢ne encime. Primer so elastaze, te cepijo elastin, ki je glavna strukturna
komponenta plju¢. Elastaze pa ne cepijo le elastina, temve¢ tudi kolagen, laminin,
fibrinogen ter druge komponente plju¢nega matriksa. Aktivnost oziroma koncentracija
elastaz se razlikuje glede na vrsto gliv Aspergillus. Tako ima A. flavus 10-krat nizjo
koncentracija elastaz, pri vrsti A. niger pa je koncentracija teh encimov tako majhna, da je
ne povezujejo z virulenco (Guarro in sod., 2010).

Drugi encimi, ki jih tvori A. fumigatus in so lahko vpleteni v patogenezo, so hemolizini
(npr. Asp-hemolizin), ki povzro¢ijo lizo eritrocitov in imajo citotoksi¢ni ucinek na
makrofage in endotelijske celice. Histidin kinaza je encim, ki je pomemben pri odgovoru
na stres in s tem povezanimi spremembami osmolarnosti, odpornosti na fungicide (npr.
dikarboksimidi) ter regulacijo oziroma tvorbo celicne stene. Pomembni so tudi encimi, ki
sodelujejo pri oksidativnem stresu. Katalaze so encimi, ki omogocajo pretvorbo
vodikovega peroksida do vode in kisika in tako §Citijo vse anaerobne organizme pred
vodikovim peroksidom (Guarro in sod., 2011). Shibuya in sodelavci (2006) porocajo o treh
katalazah pri vrsti A. fumigatus. Katalaze se tvorijo v konidijih (1) ter hifah (2). Konidijska
katalaza igra pomembno vlogo pri izpostavljenosti visokim temperaturam, tezkim

kovinam, detergentom in vodikovemu peroksidu. Superoksid dismutaze so zunajceli¢ni ter
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znotrajceli¢ni encimi, ki jih najdemo v citoplazmi ter celi¢ni steni konidijev in hif. Tudi ti
encimi so del obrambe pred kisikovimi reaktivnimi zvrstmi. Njihova vloga je kataliza
pretvorbe superoksidnega radikala v vodikov peroksid in vodo (Guarro in sod., 2010).

Bowyer in Denning (2007) menita, da ima veéina alergenov glive A. fumigatus
proteoliticno aktivnost. Proteaze glivam olajSajo Sirjenje med tkivi, saj poskodujejo
alveolarni epitelj. Vezejo se na receptorje alveolarnih makrofagov in tako sprozijo vnetni
odziv. Alergene, ki jih tvori A. fumigatus, povezujejo z preobcutljivostnimi reakcijami kot
sta astma in preobcutljivostna reakcija na glive ter alergijska bronhopulmonalna
aspergiloza. Vendar za zdaj Se ni popolnoma razjasnjeno, katere alergene s proteazno
aktivnostjo tvorijo glive med okuzbo oziroma invazijo v gostiteljska tkiva. Do zdaj najbolj
raziskana poznana alergena sta tako imenovana metaloproteaza (Mep) in serin-proteaza
(Alp). Znano je, da prisotnost metaloproteaze Mep (Aspf5) in serin-proteaze Alpl
(Aspfl13) v pljucnih alveolarnih celicah in epitelnih celicah bronhijev vpliva na sproS¢anje
protivnetnih citokinov, IL-6 in IL-8 (Farnell in sod., 2012).

Pomembna sposobnost, ki je bistvena za vecino patogenih gliv, je prilagajanje na tropske
razmere. Znano je, da A. fumigatus za ohranjanje svoje virulence potrebuje mehanizme s
katerimi privzema iz okolja Zelezo (siderofori), fosfor in hranila kot je na primer dusik
(Rementeria in sod., 2005).

2.7 DIAGNOSTIKA

Stevilo primerov invazivnih mikoz, ki jih povzro¢ajo plesni narai¢a. Zaradi tega je hitra in
uspesna identifikacija povzrocitelja ter primerna izbira antimikotika klju¢nega pomena za
izid bolezni. Zaenkrat so v diagnosticnih laboratorijih uveljavljene konvencionalne
metode, ki temeljijo na fenotipskih znacilnostih in fizioloskih testih gliv (Liao in sod.,
2012). Zdravniki postavijo diagnozo glivicnih okuzb na osnovi klinicnih znakov in
simptomov ter z laboratorijskimi preiskavami. Med konvencionalne diagnosti¢ne preiskave
sodijo neposredni mikroskopski pregled, osamitev in morfolosko-fizioloSka identifikacija
povzrocitelja ter seroloSke preiskave (Matos, 2011).

Neposredni mikroskopski pregled je ena izmed najenostavnejSih metod diagnostike
glivicnih okuzb. Poznamo razliéne nacine priprave mikroskopskega preparata: vzorec
lahko obdelamo z kalijevim hidroksidom in opazujemo s svetlobnim mikroskopom v
temnem polju ali pa s faznokontrastnim mikroskopom, lahko ga barvamo z indijskim
¢rnilom (prikaz kaspule kriptokokov) ali pa preparat fiksiramo na objektno stekelce in
barvamo s fluorescenénimi barvili ali po Gramu. Na podlagi mikroskopiranja lahko
ugotovimo, ali je mikroorganizem v klinicnem vzorcu patogen oziroma gre le za
kontaminanta. Negativni neposredni mikroskopski izvid ne izkljucuje glivicne okuzbe,
zato je v vsakem primeru potrebna kultivacija klini¢nega materiala, osamitev gliv in
identifikacija. SeroloSka diagnostika ni primerna metoda za vse glivicne okuZbe.
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Zanesljiva je predvsem za histoplazmozo in kokcidioidomikozo, za druge pa lahko
rezultati le nakazujejo oziroma podpirajo diagnozo glivicne okuzbe. Seroloske teste
izvajamo predvsem pri kriptokokozah, aspergilozah, kandidozah in histoplazmozah.
Pogosti so lazno negativni rezultati, saj je pri okuzenih osebah nivo antigenov zelo nizek
(Matos, 2011). Novejsi diagnosti¢ni postopki temeljijo na detekciji in analizi glivne DNA
oziroma beljakovin v klini¢nih vzorcih. Te metode so Se v razvoju, saj zaenkrat Se niso
dovolj uspesne pri vseh vrstah gliv ter standardizirane kot konvencionalne, zagotovo pa
predstavljajo velik napredek v diagnosti¢nih laboratorijih (Brandt in sod., 2011)

2.7.1 Konvencionalne metode

Vecino gliv lahko identificiramo na podlagi gojenja. Osnovno gojis¢e za gojenje gliv iz
klini¢nih vzorcev je Sabourad-ov agar. Ta lahko vsebuje antibiotike in cikloheksimid, kar
onemogoci rast bakterij in saprofitnih plesni. Optimalna temperatura rasti ve¢ine patogenih
gliv je okrog 30 °C. Inkubacija klini¢nih vzorcev tako poteka pri 25-30 °C in 37 °C. Veliko
gliv raste pocasi, zato traja inkubacija od 10 do 20 dni, v€asih tudi dlje (Matos, 2002).
Najpogostejsa povzrocitelja C. albicans in A. fumigatus razvijeta zrele kolonije v 1-3
dnevih (Brandt in sod., 2011). Identifikacija s konvencionalnimi metodami temelji na
kombinaciji makroskopskih (oblika, povrSina in barva kolonij, reverz) in mikroskopskih
lastnosti gliv. Na podlagi makroskopskih znacilnosti glive ter dobrega mikroskopskega
preparata (dobro vidne hife, razmnozevalne strukture) lahko identificiramo glive tudi do
vrste. Ker pa gre za »vizualno« metodo je uspesnost le-te odvisna od rasti in sporulacije
glive. V primeru slabe sporulacije uporabljamo posebna gojis¢a (npr. koruzni agar, ovseni
agar, Czapkov agar), ki so manj bogata s hranili in posledi¢no inducirajo sporulacijo
(Brandt in sod., 2011). Identifikacija najpogostejSega povzrocitelja mikoz med plesnimi do
rodu Aspergillus ni zahtevna in temelji predvsem na opazovanju morfoloskih lastnosti, Ki
so znacilne za ta rod. Tezavno pa je razlikovanje vrst znotraj rodu Aspergillus, Se posebej
kadar je sporulacija po¢asna. Razlikovanje med vrstami gliv rodu Aspergillus pa je zaradi
razlik v patogenosti in zdravljenju izrednega pomena (Patterson, 2011). Kadar s
konvencionalnimi metodami ne mroemo identificirati povzroCitelja mikoze ali pa je
identifikacija vprasljiva, si lahko pomagamo z molekularnimi metodami.

2.7.2 Molekularne metode

Molekularne metode so postale popularne predvsem zaradi enostavne uporabe, kratkega
Casa, ki je potreben za izvedbo metode, predvsem pa zaradi objektivnosti. So veliko bolj
obcutljive ter specificne kot konvencionalne metode. Pri molekularnih testih je kultivacija
predpogoj, saj je obcutljivost manjSa kot pri bakterioloSkih in viruloSkih PCR metodah.
Kljub temu pa rezultate dobimo prej kot pri konvencionalnih metodah. Identifikacija ni
odvisna od rasti glive ter tvorbe znacilnih razmnoZevalnih oziroma prepoznavnih struktur.
Zaradi tega razloga so omenjene metode uporabne pri glivah, ki rastejo ali sporulirajo
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pocasneje oziroma so manj morfolosko znacilne. Molekularne metode so torej tocne, hitre
ter objektivne in tako primerne za taksonomijo in nomenklaturo. Ena izmed slabosti te
metode je nenehno spreminjanje taksonomije, saj se v medicini lahko uporabljajo tudi
druga imena gliv. Zaradi nenehnega spreminjanja taksonomije gliv se lahko zgodi, da
zdravniki oziroma zdravstveni delavci niso seznanjeni z novejSim poimenovanjem. Velika
omejitev molekularnih metod je, da zaenkrat $e niso popolnoma standardizirane in so
precej drazje od konvencionalnih metod (Larone, 2011).

Vecina klasi¢nih molekularnih metod zajema naslednje osnovne korake: ekstrakcijo DNA,
pomnozevanje le-te, obicajno z verizno reakcijo s polimerazo (PCR) ter doloitev in
analizo pomnozenih zaporedij DNA (Larone, 2011). Verizna reakcija s polimerazo je
najpogostejsi nac¢in pomnozevanja nukleinskih kislin (Sodja in sod., 2009).

Komercialn sistemi in novejse razvite molekularne tehnike so Accu Probe test, PNA-FISH,
Luminex XxMAP.

e PNA FISH: In situ fluorescentna hibridizacija s peptidonukleotidnimi sondami
(angl.: Peptide Nucleic Acid Fluorescencent In Situ Hybridization), ki je uporabna
vecinoma za kvasovke. Princip metode temelji na oznafevanju Zeljenih delov
kromosomov s fluorescentnimi sondami, ki jih nato opazujemo pod fluorescentnim
mikroskopom. Fluorescentne sonde PNA se s hibridizacijo vezejo na rRNA,
Opazovanje teh kompleksov nam omogoca dolocanje organizma. Metoda je
obcutljiva in relativno hitra, vendar pa lahko prepoznamo le doloCene skupine
kvasovk in ne posameznih vrst (Larone, 2011).

e Accu Probe test: Ta komercialni test je na voljo za identifikacijo tako bakterij (tudi
mikobakterij) kot gliv in je obiajno 100 % obcutljiv in specificen. Test temelji na
hibridizaciji enoveriznih DNA sond in rRNA. Glivni izolat najprej liziramo s
sonifikacijo nato pa termi¢no obdelamo pri 95 °C za 10 minut. Posledi¢no se iz
liziranih celic sprosti rRNA, ki je izpostavljena DNA sondam in tako pote¢e DNA-
RNA hibridizacija pri 60 °C. Sonde so kemiluminiscenéno oznafene z
akridinijevim estrom. Ce je prisotna taréna rRNA, se veze na DNA sondo, ki je
oznacena z akridinijevim estrom. S pomoc¢jo luminometra merimo emisijo svetlobe,
Ki nastane ob reakciji dobljenih kompleksov in NaOH. Kon¢ni rezultati testa, ki jih
dobimo so kvalitativni: pozitiven ali negativen rezultat testa (Larone, 2011).

e Luminex XMAP: Test temelji na pomnozevanju vzorca s PCR, temu sledi
hibridizacija s sondo na polistirenske kroglice, ki so razlicno obarvane. Po
hibridizaciji se z biotinom oznaceni produkti PCR vezejo s streptavidinom, ki je
oznacen s fikoeritrinom (fluorofor). Sledi zaznavanje znacilnih produktov PCR na
podlagi fluorescence fikoeritrina. Metoda je hitra in natanc¢na, analiziramo lahko
1000 in ve¢ vzorcev dnevno (Poljak in Kocjan, 2010).

Vsi ti komercialno dostopni testi za zdaj zelo dobro delujejo le na kvasovkah.
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2.7.3 Masna spektrometrija

Masno spektrometrijo (MS) so leta 1975 prvi¢ uporabili za karakterizacijo bakterij na
osnovi proteoma. Pri tem so znanstveniki ugotovili, da kot rezultat dobijo razlicne spektre,
ki ustrezajo razlicnim vrstam in rodovom pripravljenih ekstraktov bakterij (Anhalt in
Fenslau, 1975). V letih 1980 so se¢ zacele razvijati tehnike hitro atomsko bombardiranje
(angl. Fast atom bombardment), plazemska desorpcija (angl. PD-Plasma desorption) ter
laserska desoprcija (angl. Laser desorption), ki so ze vodile k tipizaciji bakterij (Croxatto
in sod., 2011). Na zacetku so lahko analizirali le molekule z veliko molekulsko maso (na
primer. bakterijski lipidi). Nato je sledil razvoj milejsih ionizacijskih tehnik (angl. soft
ionization) kot sta na primer MALDI-TOF MS ter ESI (angl Electrospray ionization). Ta
tehnika ionizacije je omogocila MS analizo velikih biomolekul kot so na primer intaktne
beljakovine (De Carolis in sod., 2014). Holland in sod. (1996) so pridobili prve spektre
bakterijskih vzorcev, ki so jih identificirali brez ekstrakcije beljakovin. Dandanes pa se
MALDI-TOF MS vedno bolj uporablja v mikrobioloskih laboratorijih in je tarca Stevilnih
Studij in raziskav.

2.7.3.1 Princip MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS je tehnika masne spektrometrije, ki omogoca ionizacijo oziroma
uparjanje velikih, nehlapnih molekul, kot so intaktne beljakovine (De Carolis in sod.,
2014). Molekule, ki jih detektira, so beljakovine, glikopeptidi, oligonukleotidi ter ogljikovi
hidrati (Lavigne in sod., 2013). Spektre obi¢ajno sestavljajo visoko ohranjene beljakovine
(strukturne beljakovine, na DNA ali RNA vezavne beljakovine, translacijski zacetni
(iniciacijski) faktorji, stresne beljakovine,...). Ti biomarkerji ustvarijo spektralni prstni
odtis, ki se med organizmi razlikuje ter ima specifi¢ne vrhove za rod, vrsto in podvrsto (De
Carolis in sod., 2014).

Danes so v uporabi naslednji komercialni sistemi: MALDI Biotyper (Bruker Daltonik,
Bremen, Nemcija), AXIMA@SARAMIS database (AnagnosTec, Potsdam, Nemcija in
Shimadzu, Duisburg, Nemc¢ija), VITEK MS systems (bioMéricux, Marcy ['Etoile,
Francija) ter Andromas (Andromas, Pariz, Francija).
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Slika8: MALDI-TOF MS Biotyper proizvajalca Bruker Daltonik (Bremen, Nem¢ija) (foto: Zoran
T).

V bakteriologiji so ti sistemi dobro uveljavljeni, v mikologiji pa je to Se vedno podrocje

obsirnega raziskovanja (Bader, 2013). Slika 8 prikazuje aparat MALDI-TOF MS, ki smo

ga uporabili v Studiji.

MALDI-TOF MS je sestavljen iz treh delov:

e jonizator (MALDI),
e masni analizator (TOF),
e detektor (Krizaj, 2008).

Ionizator v obliki laserja omogoca tvorbo ionov (ionizacijo vzorca) ter pretvorbo iz trdnega
oziroma tekocega v plinasto agregatno stanje. Masni analizator lo¢i ione glede na razmerje

mase in naboja (m/z), detektor pa zazna locene ione ter dolo¢i njihovo maso in naboj (De
Carolis in sod., 2014).

MALDI-TOF MS temelji na principu kristalizacije matriksa in vzorca. Matriks je
pomemben, ker absorbira energijo laserja in tako omogoca ionizacijo vzorca ter prehod le
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tega v plinasto stanje (Lavigne in sod., 2013). Obstajajo razli¢ni matriksi, ki se razlikujejo
po sestavi. Izbira le-teh je odvisna od vzorca, ki ga zelimo analizirati, in je izredno
pomembna, saj je od matriksa odvisna velikost in intenziteta pikov detektiranih molekul
(Croxatto in sod., 2012).

Vzorec z matriksom obseva laser, ¢igar valovna dolzina je v absorpcijskem obmocju
uporabljenega matriksa. Posledi¢no pride do ionizacije vzorca ter pretvorbe v plinasto
agregatno stanje. Ustvarjeni ioni se pospeseno gibljejo po elektrostaticnem polju proti cevi
z vakuumom, kjer se nato loc¢ijo glede na njihovo hitrost. Ta je odvisna predvsem od
njihovega razmerja mase (m) in naboja (z). Ioni, ki so manjSi oziroma imajo manjse
razmerje m/z, potujejo hitreje, ioni z vecjim razmerjem pa obratno. Tako vzorec sestavljajo
molekule z razliénim m/z razmerjem, ki so lo¢ene z analizatorjem TOF. Masni spekter, ki
ga dobimo, pa je oznafen z m/z in intenziteto ionov (Stevilo ionov z dolo¢enim m/z
razmerjem, ki pride do detektorja) (Lavigne in sod., 2013).

Dobljen rezultat je masni spekter in predstavlja »podpis« dolo¢enega mikroorganizma.
Dobljeni masni spektri se primerjajo z referen¢nimi spektri iz podatkovne knjiznice. Po
primerjavi dobimo tudi numeri¢no vrednost, ki omogoca hitro identifikacijo
mikroorganizmov na nivoju rodu oziroma vrste. Vrednosti, ki so ustrezne za identifikacijo
mikroorganizma na nivoju vrste, se razlikujejo od proizvajalca do proizvajalca. Za Bruker
velja, da mora biti ta vrednost vi§ja od 2,0, za VITEK MS pa visja kot 90 % (De Carolis in
sod., 2014).

MALDI Biotyper (Bruker Daltonik, Bremen, Nemcija) predlaga za interpretacijo
identifikacije naslednje vrednosti:

e 2.,300...3,000 — veljavna identifikacija do nivoja vrste
e 2,000...2,299 — zanesljiva identifikacija do nivoja rodu
e 1,700...1,999 — verjetna identifikacija do nivoja rodu

e 0,000...1,699 — identifikacija ni zanesljiva

Pri identifikaciji vecine bakterij so dobljene vrednosti zelo visoke (nad 2,000). Pri
identifikaciji plesni pa za zdaj Se ni tako dobrih rezultatov.

2.7.3.2 Obdelava vzorcev ter interpretacija rezultatov

Za identifikacijo lahko uporabimo cele mikroorganizme ali pa ocis¢ene beljakovine.
Identifikacija vec€ine vegetativnih bakterij lahko poteka brez ekstrakcije vzorca, medtem ko
je za odpornejSe oziroma kompleksnejSe bakterije, viruse ter glive nujna (Croxatto in sod.,
2012). NajprimernejSa priprava vzorca za identifikacijo je tista, ki jo je uporabil
proizvajalec za ustvarjanje knjiZnice. Proizvajalec Bruker priporo€a pred identifikacijo
polno ekstrakcijo z mravlji¢no kislino, SARAMIS in VITEK-MS pa direktni nanos z lizo
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na ploscici (angl. on-target-lysis). Osnovni princip nanasanja intaktnih mikroorganizmov
na MALDI plos¢ico je precej enostavnejSi od ekstrakcije. Intaktne mikroorganizme
direktno nanesemo na jekleno plos¢ico in dodamo matriks, ki lizira celice (Bader, 2013).
Za plesni je potrebna polna ekstrakcija, Ki zaenkrat $e ni tako zanesljiva in uspe$na kot pri
bakterijah. Tudi za kvasovke je potrebna ekstrakcija, vendar pa je uspesnost le-te veliko
boljsa kot pri plesnih (Croxatto in sod., 2012).

Ekstrakcija vzorcev plesni se za¢ne z inokulacijo kulture v tekoce gojisce ter inkubacijo pri
sobni temperaturi. Po 24-48 urni inkubaciji sledi spiranje vzorca z vodo, da odstranimo
¢imve¢ gojis¢a. Nato sledi dodatek etanola, ki omogoca ekstrakcijo vzorca ter CiScenje
necisto¢. Po susenju vzorcev sledi dodatek mravlji¢ne kisline in acetonitrila. Vzorce nato
nanesemo na jekleno plos¢ico za MALDI-TOF MS. Na vzorec nanesemo matriks, ki ga
sestavljajo majhne, kisle molekule, ki imajo moc¢no opti¢no absorpcijo v obmocju valovne
dolZine laserja. Vzorec z matriksom nato vstavimo v napravo, kjer se vzpostavi vakuum in
ga obseva laserski zarek (240 pulzov) valovne dolZine 337 nm (Croxatto in sod., 2012).

Rezultat, ki ga dobimo, je torej masni spekter, ki se primerja z referenénimi spektri iz
knjiznice. MALDI-TOF MS nemskega proizvajalca Bruker uporablja programsko opremo
MALDI BioTyper. Ta vkljucuje tudi doloCene bioinformacije ter knjiznico s priblizno
2000 vrstami oziroma 3000 spektri. V knjiznico so vkljucene tako bakterije kot tudi glive
in mikobakterije (Lavigne in sod., 2013).

2.7.3.3 Prednosti in slabosti MALDI-TOF MS

Najvecja prednost metode MALDI-TOF MS je enostavna uporaba, objektivnost, predvsem
pa Cas in denar, ki sta vlozena za identifikacijo vzorca (Croxatto in sod., 2011).
Identifikacija poteka na plos¢ici s 96 mesti, kar pomeni, da lahko naenkrat identificiramo
ve¢ vzorcev (Lavigne in sod., 2013). Najvec¢ja slabost so pomanjkljive knjiznice. Ostale
prednosti in slabosti metode MALDI-TOF MS so podane v preglednici 1.
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Preglednica 1:

Prednosti in slabosti konvencionalnih metod ter MALDI-TOF MS (Brandt in sod.,
2011; Larone, 2011).

Konvencionalne metode

MALDI-TOF MS

Subjektivno od¢itovanje rezultatov
Dolgotrajni postopki ter dolgi
inkubacije

Tezavno locevanje znotraj sekcij

Casi

Prednosti | Cenovno ugodne Hitra in objektivha metoda
Dobro poznane in standardizirane Natancna, specificna in obcutljiva metoda
Primerne za kvasovke in plesni Primerna za morfolosko zahtevnejse vrste
Avtomatizirana metoda
Analiza ve¢ vzorcev hkrati
Enostavno rokovanje z napravo
Slabosti | Potreben je izkusen mikolog Ekstrakcija $e ni standardizirana

Na analizo vpliva starost kulture ter ¢as inkubacije
Identifikacija je omejena na proizvajaléevo
knjiznico

Dolgotrajni ekstrakcijski postopki
V¢asih potrebne ponovne analize
Identifikacija plesni je manj uspe$na
Lahko  pride do razlikovanja
mikroorganizmov

Metoda v veliki meri odvisna od uspeSnosti
ekstrakcije

sorodnih
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI

3.1.1 Vzorci

V raziskavi smo uporabili klini¢ne in okoljske izolate razlicnih vrst plesni. Vecino
klini¢nih vzorcev smo izolirali v obdobju 2014-2015, na InStitutu za mikrobiologijo in
imunologijo, v Laboratoriju za diagnostiko glivi¢nih infekcij. Nekaj kultur, predvsem gliv
iz reda Mucorales, smo pridobili iz Mikrobioloske zbirke ekstremofilnih mikroorganizmov
Ex, Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani (MRIC-UL Mycosmo) iz Oddelka za
biologijo, ter iz zbirke gliv Centraalbureau voor Schimmelcultures - Fungal Biodiversity
Centre (CBS, Utrecht, Nizozemska). V nasi zbirki gliv so prevladovale glive rodu:
Fusarium, Lictheimia, Mucor, Rhizopus, Aspergillus ter Penicillium.

Preglednica 2: Seznam vseh uporabljenih rodov plesni.

Rod plesni Stevilo izolatov

Aspergillus
Cladosporium
Cunninghamella
Fusarium
Lichtheimia
Microsporum
Mucor
Paecylomyces
Neosartorya
Penicillium
Rhizopus
Rhizomucor
Syncephalastrum

[$,]

6]

[op}
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Kulture smo shranili na stalna gojisc¢a ter jih do nadaljnje obdelave zamrznili na -20 °C.
Vse kulture smo pred identifikacijo z MALDI-TOF MS (Bruker Daltonik, Bremen,
Nemcija) gojili na Sabouraud-ovem agarju 24-48 ur in jih identificirali na podlagi
morfoloskih lastnosti kolonij in nespolnih razmnozevalnih struktur. Sevi, ki smo jih
pridobili iz BiotehniSke fakultete zbirke Ex ter glivne zbirke v Utrechtu pa so bili
predhodno identificirani na podlagi nukleotidnih zaporedij ITS rDNA ter dela gena, ki
kodira B-tubulina ali vmesnega distan¢nika (ITS).
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Preglednica 3: Seznam vseh uporabljenih plesni, ki smo jih uporabili v $tudiji.

Plesen tevilo izolatov | Sev

Absidia sp. EXF-123, EXF-4694
Absidia glauca EXF-305

Aspergillus versicolor 0-G1-1*

Aspergillus fumigatiaffinis CBS 132254

Aspergillus fumigatus EXF-5898, 5250, 4684, 5457, 5483-1, 4970-1
Aspergillus lentulus CBS 117885

Aspergillus nidulans 12465-1

Aspergillus niger 4297, 3596-1, 3193-1, 6510
Aspergillus parasiticus 2648

Cladosporium sp. 5129-2

Cladosporium cladosporioides

EXF-1071, EXF-381

Cunninghamella sp.

6854, EXF-7131, EXF-1923

Cunninghamella bertholletiae

N-G1-6

Fusarium sp.

5272, 13564-1

Fusarium dimerum

EXF-7922, EXF-7060

Fusarium oxysporum

15351, 10000-1, 9704 EXF-6324, EXF-5559

Fusarium proliferatum

9887, EXF-9394

Fusarium solani

5236-2, EFX-5554, EXF-8483

e i A N A NI N R N R R E Y G G e G L L DA RS

Fusarium verticillioides CBS 116665

Lichtheimia coerulea CBS 628.70B

Lichtheimia corymbifera 14676-1, 12702, N-G1-40, 6477, CBS 120805
Microsporum canis 12260-1

Mucor sp. 12925-1

Mucor amphibiorum EXF-4526

EXF-4532, EXF-9164, EXF-6296, EXF-8124,

Mucor circinelloides 4 12925-1
Mucor hiemalis 2 EXF-4548, EXF-4547
Mucor indicus 1 CBS 123974
Mucor racemosus 1 EXF-5556
Mucor ramosissimus 1 CBS 135.65
Mucor velutinosus 1 N-G1-11
Paecilomyces variotii 1 CBS 13802
Neosartorya pseudofischeri 1 CBS 208.92
0-G1, 0-G2, 0-G3, O-G4, 0-G5, 0-G6, O-G7, O-
G8, 0-G9, 0-G10, O-G11, 0-G1, 0-G13, O-G14,
Penicillium sp. 15 0-G15 *
Penicillium chrysogenum 3 5219--1, EXF-5904, EXF-5906
Penicillium corylophilum 3 13727, EXF-3795, EXF-5893
Penicillium crustosum 1 EXF-3872
Penicillium glabrum 2 EXF-8017, EXF-8601
Penicillium commune 2 EXF-8119, EXF-8121
Rhizopus microsporus 1 CBS 111563
Rhizopus arrhizus 4 N-G1-67, 13032-1, 10738, EXF-4447
Rhizomucor pusillus 3 EXF-4528, EXF-4436, EXF-4434
Syncephalastrum racemosum 1 EXF-7435
skupaj 96
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EXF kratice predstavljajo oznake glivnih sevov v Mikrobioloski zbirki ekstremofilnih
mikroorganizmov Ex. CBS kratice oznacujejo izolate glivnih sevov iz zbirke gliv
Centraalbureau voor Schimmelcultures - Fungal Biodiversity Centre. Sevi, ki smo jih
izolirali na InStitutu za mikrobiologijo in imunologijo, v Laboratoriju za diagnostiko
glivicnih infekcij imajo Steviléno oznako ter oznake N-G1. Plesni oznacene s * smo
pridobili z vzoréenjem zraka in imajo oznako O-G.

3.1.2 Gojiséa

cev v

reagentov na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v
Ljubljani. Vsa gojisca so sterilizirali z avtoklaviranjem 15 min na 121 °C. Pripravili so jih
po naslednjih recepturah:

a) Sabourad-ov agar z dodanim gentamicinom in kloramfenikolom-SABA (Larone,

2011):
e Neopepton 10 g
e Dekstroza 409
e Agar 199
e Destilirana voda 1000 mL

e Kloramfenikol (50 mg/mL) 1 mL (dodano po avtoklaviranjem, po predhodni
filtraciji preko filtra s porami premera 0,2 pm)

e gentamicin (40 mg/mL) 2,5 mL (dodano po avtoklaviranjem, po predhodni
filtraciji preko filtra s porami premera 0,2 pm)

pH: 5,6 (umerjeno z dodatkom 2-3 kapljic mle¢ne kisline).

b) Sabourad-ov bujon-SABB (Larone, 2011):

e Neopepton 10 g
e Dekstroza 209
e Destilirana voda 1000 mL

pH: 5,6 (umerjeno z dodatkom 2-3 kapljic mle¢ne kisline).
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c) Tioglikolatni bujon-TIO (Atlas, 1995):

e Tioglikolatni bujon 29,89

e Hemin (5 mg/mL) 1mL

e Vitamin K (1 mg/mL) 1mL

e Destilirana voda 1000 mL
3.2 METODE

3.2.1 Predpriprava sevov

Zamrznjene kulture InStituta za mikrobiologijo in imunologijo, liofilizirane seve iz CBS
zbirke gliv ter seve na posevnikih iz zbirke Ex Biotehniske fakultet smo najprej nacepili na
posevnike SABA. Vzorce smo inkubirali na 30 °C, 3-5 dni (odvisno od hitrosti rasti
posameznega seva). Po inkubaciji smo seve precepili na SABA ter ponovno inkubirali pri
30 °C, 3 dni. Po dvakratnem precepljanju kultur je sledila ekstrakcija beljakovin po treh
razli¢nih metodah.

3.2.1.1 Ozivljanje kultur plesni

Kulture, ki smo jih pridobili iz CBS zbirke gliv, so bile liofilizirane. Seve smo ozivili po
priloZenih navodilih iz CBS. Po prekono¢ni inkubaciji smo suspenzijo nacepili na SABA
in TIO ter vsa gojiS¢a inkubirali pri 30 °C. DolZina inkubacije je bila odvisna od
posameznega seva, od 5 do 21 dni.

3.2.1.2 Gojenje plesni

Vse kulture glive smo gojili na SABA ter inkubirali pri 30 °C. V primeru, da je bila rast
zelo pocasna, smo kulturo inokulirali v obogatitveno gojis¢e TIO. Pred izvedbo polne
ekstrakcije po Brukerju smo kulture 24 ur stresali v gojis¢u SABB pri sobni temperaturi.

3.2.2 Priprava matriksa

Pri nasi studiji smo kot matriks uporabili raztopino iz a-ciano-4-hidroksicinaminske kisline

cev v

reagentov, Institut za mikrobiologijo in imunologijo v Ljubljani, Ljubljana, Slovenija).

Standardno raztopino matriksa smo pripravili po naslednjem protokolu: V
mikrocentrifugirki smo zmesSali 475 uL sterilne vode in 25 uL 100-odstotnega
trifluoroacetata (TFA) ter 500 puL acetonitrila. Standardno raztopino smo premesali z
vibracijskim mesSalnikom in 250 pL odpipetirali v mikrocentrifugirko z matriksom. Nato
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smo mesali z vibracijskim meSalnikom pri sobni temperaturi nekaj minut, da se HCCA
popolnoma raztopi. Kon¢na koncentracija matriksa je bila 10 mg HCCA/mL. Matriks smo
shranili pri sobni temperaturi zavitega v aluminijasto folijo.

3.2.2.1 Priprava bakterijskega standarda (BST)

V mikrocentrifugirko s standardom BST (ekstrakt E.coli DH5alpha; Bruker Daltonik,
Bremen, Nemcija) smo prenesli 50 pL standardne raztopine, ki smo jo uporabili tudi za
pripravo matriksa. BST s standardom smo premesali s pipetiranjem (20x) in inkubirali pri
sobni temperaturi. Po 5-minutni inkubaciji smo raztopino ponovno premesali s
pipetiranjem (20x). V primeru, da je bila raztopina motna, smo centrifugirali 2 minuti na
11337 x g. Pripravljeni BST smo hranili pri -18 °C.

3.2.3 Metoda polne ekstrakcije

Metoda ekstrakcije, ki jo priporoca proizvajalec, nam je sluzila kot referen¢na metoda in
smo jo izvedli po navodilih proizvajalca aparature MALDI-TOF MS, to je Bruker
Daltonik. Vzorce smo najprej inokulirali v tekoce gojiS¢e SABB ter stresali pri sobni
temperaturi 24-48 ur (odvisno od hitrosti rasti gliv). Stresanje med inkubacijo je
pomembno, saj s tem preprecimo sporulacijo gliv.

rotator | sga

Slika 9:  Stresalnik oziroma rotator za epruvete z navojem (foto: Zoran T.).

Po 24-urni inkubaciji na rotorju (slika 9) smo vzorce postavili na pult in pocakali, da se je
vsebina usedla oziroma smo vzorce na hitro centrifugirali pri nizkih obratih. V
mikrocenrifugirke smo odpipetirali najve¢ 1,5 mL sedimenta. Nato smo centrifugirali 2
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minuti pri maksimalni hitrosti (12045 x g). Po odstranitvi supernatanta smo k peletu dodali
1 mL destilirane vode ter nekaj sekund mesali z vibracijskim mesalnikom, toliko, da se je
razbil pelet. Sledilo je centrifugiranje 2 minuti pri maksimalni hitrosti. Ko smo odstranili
supernatant smo dodali 1 mL destilirane vode ter premesali z vibracijskim meSalnikom. Po
2-minutnem centrifugiranju pri maksimalni hitrosti, smo odstranili supernatant. K peletu
smo dodali 300 puL destilirane vode ter 900 uL absolutnega etanola (Etanol brezvodni,
KEFO, Ljubljana, Slovenija). Vzorce smo premesali z vibracijskim meSalnikom ter
centrifugirali 2 minuti pri maksimalni hitrosti. Po odstranitvi supernatanta smo vzorce
ponovno centrifugirali pri maksimaln hitrosti nekaj sekund, da smo odstranili preostanek
etanola. Sledilo je susenje peleta pri 37 °C, ki je trajalo priblizno 20-30 minut (odvisno od
velikosti peleta). K suhemu peletu smo nato dodali 70 % mravlji¢no kislino. Koli¢ina
dodane mravlji¢ne kisline je bila odvisna od velikosti peleta, ki ga je morala popolnoma
prekriti. ManjSim peletom smo dodali 10-20 pL ter ve¢jim tudi do 100 pL. mravljicne
kisline. Vzorce smo vorteksirali in nato dodali isto koli¢ino acetonitrila (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Nemcija). Previdno smo premesali ter centrifugirali 2 minuti pri maksimalni
hitrosti. V novo mikrocentrifugirko smo prenesli 20 puL ekstrahiranega vzorca ter shranili
na -20 °C do nadaljnje uporabe.

3.2.4 Neposredni nanos

Vzorce smo obdelali kot je opisano v Studiji De Carolis s sodelavci (2011). Ti so v svoji
Studiji, ki je temeljila na glivah rodu Aspergillus, Fusarium, Mucorales, vzorce obdelali z
destilirano vodo in etanolom.

V mikrocentrifugirke smo odpipetirali 200 puL destilirane vode. S sterilno cepilno zanko
smo pridobili kolonijo in jo resuspendirali v mikrocentrifugirki z destilirano vodo. Na
plos¢ico za analizo MALDI-TOF MS smo nanesli 1 uLL suspenzije in pocakali, da se
posusi. Nato smo dodali 1 pl. absolutnega etanola ter pocakali, da se posusi. Ko je bila
ploS¢ica z vzorci suha, smo nanesli 1 pL. matriksa ter plos¢ico s posuSenimi vzorci
identificirali z MALDI-TOF MS.

3.2.5 Delna ekstrakcija

Vzorce smo obdelali kot je opisano v studiji Cassagne s sodelavci (2011). Cassagne in
sodelavci (2011) so v svoji raziskavi izvedli delno ekstrakcijo z etanolom, mravlji¢no
kislino in acetonitrilom.

V mikrocentrifugirke smo odpipetirali 300 uL destilirane vode ter 900 uL absolutnega
etanola. Nato smo prenesli povrsino kolonije s sterilno cepilno zanko v mikrocentrifugirko
in mesali z vibracijskim meSalnikom, toliko, da se je material resuspendiral. VVzorce smo
centrifugirali 10 minut na 12045 x g. Po odstranitvi supernatanta, smo dodali 10 pL 70 %
mravlji¢ne kisline. Po koncani 5-minutni inkubaciji pri sobni temperaturi smo dodali 10 pL
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acetonitrila. Vzorce smo po 10- minutni inkubaciji pri sobni temperaturi centrifugirali (2
minuti, 12045 x g@). Tako pripravljene vzorce smo prenesli (20 uL) v novo
mikrocentrifugirko ter shranili na -20 °C do nadaljnje uporabe.

3.2.6 Analiza vzorcev ter interpretacija rezultatov

Na plosc¢ico smo nanesli 1,6 pL ekstrahiranega vzorca (supernatant). Vsak vzorec smo na
plos¢ico nanesli na 2 mesti. Ko se je vzorec posusil, smo dodali 1,6 uL. matriksa ter
ploscico posusili na sobni temperaturi. Suho plos¢ico smo vstavili v masni spektrometer ter
s pomocjo racunalniskega programa zagnali MALDI-TOF MS. Po koncani analizi, smo na
racunalniku pridobili spektre ter rezultate identifikacije nasih izolatov.

Za interpretacijo rezultatov smo uporabljali programsko opremo Biotyper RTC (Bruker
Daltonik, Bremen, Nemcija).

Rezultati, ki jih pridobimo v obliki »log score«, so vrednosti od 0,000 do 3,000, s pomo¢jo
katerih lahko napovedujemo zanesljivost identifikacije. Veljavna identifikacija do nivoja
vrste je »log score« od 2,000 do 3,000. Zanesljiva identifikacija do nivoja rodu je v
intervalu 1,700 do 1,999. Nezanesljiva identifikacija pomenijo vrednosti od 0,000 do
1,699. To pomeni, da ni nobenega ujemanja med preiskovanimi in referenénimi sevi, ki so
v knjiznici (Ghosh in sod., 2014).

3.2.7 Izdelava knjiZnice

Ker je izdelava nove knjiznice za MALDI-TOF MS zelo zahtevna in ¢asovno obseZna,
smo za nasSo S$tudijo uporabili le en sev: Aspergillus lentulus (CBS 117885). Priprava
knjiznice oziroma vnos novega seva Aspergillus v Ze obstojeco knjiznico je potekal po
navodilih proizvajalca Bruker Daltonik, Nemcija (Bruker...2015).

Za izdelavo knjiznice so potrebni dobri spektri, zato je nujna uporaba svezih kemikalij.
Najprej smo pripravili svez matriks ter BTS standard po prej omenjenem postopku, ki je
opisan na prej$njih straneh. Sledila je polna ekstrakcija izolata Aspergillus lentulus CBS
117885 po navodilih proizvajalca Bruker Daltonik Po ekstrakciji smo na sredino plos¢ice
nanesli BTS standard ter vzorec A. lentulus. Sledil je nanos matriksa ter pridobivanje
spektrov z MALDI-TOF MS. Pri slednjem je prvi korak kalibracija BTS standarda. Nato
smo pridobili za vsak izolat vsaj 20 posnetkov kakovostnih masnih spektrov, ki so bili
primerni za nadaljnjo obdelavo. Ko smo pridobili potrebne spektre, je sledila obdelava le-
teh v programu FlexAnalysis in Biotyper OC-MSP creation. Na koncu smo obdelane
spektre vnesli v Ze obstojeco knjiznico ter preverili, ali je na§ vnos uspel tako, da smo z
MALDI-TOF MS analizirali 3 vzorce: A. lentulus (CBS 117885) ter 2 vzorca A. fumigatus
(5250 in 4907-1).
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3.2.8 Statistiéna obdelava rezultatov

Rezultate smo obdelali s pomocjo statisticnega progama R, verzija 2.12.0 (Hornik, 2015),
in sicer z uporabo Pearsonove hi-kvadrat statistike.Postavljena ni¢elna hipoteza je bila, da
med testiranimi metodami ni razlik.

Dobljeno hi-kvadrat vrednost smo primerjali s tabelaricno vrednostjo —3,841, ki smo jo
od¢itali iz preglednice za hi-kvadrat statistiko. Ce je dobljena hi-kvadrat vrednost veja od
tabelari¢ne pomeni, da ni statisti¢cno pomembna in ni¢elno hipotezo obdrzimo. Tako lahko
s 95 % zanesljivostjo trdimo, da med primerjanimi metodami ni statisti¢no znacilnih razlik.
V primeru, da je bila dobljena vrednost hi-kvadrat manj$a od tabelaricne vrednosti, smo
nicelno hipotezo zavrnili. Vrednost hi-kvadrat torej ni statisticno pomembna in s 95 %
zanesljivostjo lahko trdimo, da so med primerjanimi metodami statisti¢no znacilne razlike.
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4 REZULTATI

V na$i raziskavi smo uporabili 96 identificiranih izolatov, iz dveh priznanih
mikrobioloskih zbirk, ki smo jih obdelali pred analizo MALDI-TOF MS s tremi razli¢nimi
ekstrakcijskimi metodami:

1. Metoda polne ekstrakcije,
2. metoda delne ekstrakcije z mravlji¢no kislino,
3. neobdelane celice izolatov, neposredno nanesene na ploscico.

4.1 REZULTATI IDENTIFIKACIE IZOLATOV PLESNI, KI SO PRIPADALI
VRSTAM, VKLJUCENIM V PODATKOVNO KNJIZNICO

V nasi raziskavi smo uporabili 73 izolatov plesni, ki so pripadali vrstam vkljuenim v
proizvajal¢evo podatkovno knjiznico. Od vseh uporabljenih vrst plesni, je bilo v
podatkovno knjiznico vkljucenih 27 razli¢nih vrst plesni.

4.1.1 Primerjava metod polne in delne ekstrakcije beljakovin

Rezultati, ki prikazujejo uspesnost metod polne in delne ekstrakcije beljakovin plesni, so
prikazani v preglednici 4. Vse vrednosti »log score«, ki so enake ali presegajo mejo 1,7,
smo smatrali kot uspes$no identifikacijo. Rezultati so prikazani za vrste plesni, ki so
vkljuc¢ene v podatkovno knjiznico. V preglednici 4 je podano Stevilo uporabljenih izolatov,
Stevilo uspesno identificiranih izolatov z metodo polne in delne ekstrakcije ter odstotek
uspesno identificiranih izolatov za posamezno metodo ekstrakcije. NatancnejSa
preglednica, v kateri so prikazane vrednosti meritev posameznih izolatov analiziranih z
metodo MALDI-TOF MS, je prikazana v prilogi A in B.
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Preglednica 4: Primerjava pravilno identificiranih plesni z metodo polne in delne ekstrakcije

beljakovin.
. Stevilo uspesno Stevilo uspesno
Plesen Stevilo izolatov identificiranih izolatov pri | identificiranih izolatov
polni esktrakciji pri delni ekstrakciji
Aspergillus versicolor 1 1 1
A. fumigatus 6 5 4
A. nidulans 1 1 0
A. niger 4 2 2
A. parasiticus 1 1 1
Cladosporium sp. 1 0 0
C. cladosporioides 2 0 0
Fusarium dimerum 2 1 0
F. oxysporum 5 3 4
F. proliferatum 2 1 2
F. solani 3 2 2
F. verticillioides 1 0 1
Lichtheimia coerulea 1 1 1
L. corymbifera 5 4 1
Microsporum canis 1 0 0
Mucor. circinelloides 4 2 2
M. ramosissimus 1 0 0
Paecilomyces variotii 1 1 1
Penicillium sp. 15 0 2
P. chrysogenum 3 1 0
P. corylophilum 3 1 0
P. crustosum 1 0 0
P. glabrum 2 0 0
P. commune 2 0 0
Rhizopus microsporus |1 0 0
Rhizomucor pusillus 3 0 0
Syncephalastrum
racemosum 1 0 0
Skupaj 73 27 24
Odstotek 100 36,9 32,9

V nasi Studiji smo Zzeleli preveriti uspesnost identifikacije 73-ih izolatov, ki so pripadali
vrstam, vklju¢enim v knjiznico. Iz preglednice 4 je razvidno, da smo z metodo polne
ekstrakcije uspesno identificirali 27 izolatov (36,9 %), z metodo delne ekstrakcije pa 24
izolatov (32,9 %). Izraunana vrednost hi-kvadrat je 0,119 in je manjSa od tabelari¢ne
vrednosti 3,841 (SP=1, 0=0,05, p<a). P-vrednost je 0,730 in je tako vecja od 0,05.
Vrednost hi-hvadrat tako ni statisticno pomembna in ni¢elno hipotezo neodvisnosti
obdrzimo. Pri identifikaciji plesni med primerjanima metodama polne in delne ekstrakcije
beljakovin torej ni statisticno znacilnih razlik.
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Z metodo polne ekstrakcije smo identificirali le 3 izolate ve¢ kot z metodo delne
ekstrakcije. Opazimo lahko, da z nobeno od uporabljenih metod nismo dobili uspesne
identifikacije plesni rodu Rhizopus (3 izolati), Syncephalastrum (1) ter Cladosporium (3).
Z metodo polne ekstrakcije smo identificirali rodove: Aspergillus (13), Fusarium (13),
Lichtheimia (6) in Mucor (5). Z delno ekstrakcijo pa smo dobili najve¢ identificiranih
izolatov rodu Fusarium (13) in Aspergillus (13). Zaradi relativno majhnega Stevila
uporabljenih izolatov dolocenih vrst, ne moremo trditi, da je katera izmed uporabljenih
metod pri doloCeni vrsti uspesnejsa.

Preglednica 5: Seznam izolatov s pripadajofimi povpreénimi vrednostmi »log score« pri metodi
polne in delne ekstrakcije beljakovin.

Povpredje vrednosti "log Povrecje vrednosti "log
Plesen score™ pri polni ekstrakciji score™ pri delni ekstrakciji
Aspergillus versicolor 2,117 1,748
A. fumigatus 2,185 1,751
A. nidulans 1,826 1,412
A. niger 1,811 1,672
A. parasiticus 1,956 1,968
Cladosporium sp. 1,597 1,356
C. cladosporioides 1,227 1,270
Fusarium dimerum 1,718 1,441
F. oxysporum 1,870 1,712
F. proliferatum 1,849 1,921
F. solani 1,780 1,917
F. verticillioides 1,605 1,927
Lichtheimia coerulea 1,775 1,957
L. corymbifera 1,810 1,519
Microsporum canis 1,360 1,338
Mucor circinelloides 1,846 1,612
M. ramosissimus 1,361 1,371
Paecilomyces variotii 2,028 2,019
Penicillium sp. 1,621 1,483
P. chrysogenum 1,533 1,623
P. corylophilum 1,710 1,423
P. crustosum 1,695 1,618
P. glabrum 1,411 1,419
P. commune 1,507 1,423
Rhizopus microsporus 1,466 1,327
Rhizomucor pusillus 1,429 1,343
Syncephalastrum racemosum 1,512 1,261

V preglednici 5 so prikazana povprecja vrednosti »log score«, ki smo jih dobili pri
identifikaciji izolatov z metodo polne in delne ekstrakcije beljakovin. V primeru veéih



39

Zoran T. Primerjava ekstrakcijskih metod za identifikacijo plesni z masno spektrometrijo.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

uporabljenih sevov, smo izra¢unali povprecje povprecij. NatancnejSe vrednosti meritev za
posamezne seve testiranih vrst so podane v prilogi A in prilogi B.

M Povprecni log score pri polni ekstrakeiji M Povrecni log score pri delni ekstrakciji
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Slika 10:  Prikaz povpreénih vrednosti »log score« pri identifikaciji plesni z metodo polne in delne
ekstrakcije beljakovin plesni.

Tako iz preglednice 5, kot iz grafi¢nega prikaza (slika 10) je razvidno, da so povpre¢ne

vrednosti »log score« vi§je pri polni ekstrakciji. Na grafu je oznacena meja za veljavno
identifikacijo do nivoja rodu, -1,7.

4.1.2 Primerjava metode polne ekstrakcije beljakovin z neposrednim
nanosom

Rezultati identifikacije plesni z metodo polne ekstrakcije beljakovin in neposrednim
nanosom so Vv spodnji preglednici (preglednica 6). V preglednici je predstavljeno skupno
Stevilo uporabljenih izolatov, Stevilo pravilno identificiranih izolatov in odstotek pravilno
identificiranih plesni. Razvidno je, da je bila identifikacija uspeSna pri 5 izolatih, kar
pomeni da smo z metodo neposrednega nanosa uspesno identificirali 6,8 % vseh izolatov.
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Preglednica 6: Primerjava pravilno identificiranih plesni z metodo polne ekstrakcije beljakovin ter
neposrednega nanosa.

Stevilo uspesno Stevilo uspesno
Plesen Stevilo izolatov | identificiranih izolatov | identificiranih izolatov

pri polni esktrakciji pri neposrednem nanosu
Aspergillus versicolor 1 1 1
A. fumigatus 6 5 2
A. nidulans 1 1 0
A. niger 4 2 0
A. parasiticus 1 1 0
Cladosporium sp. 1 0 0
C. cladosporioides 2 0 0
Fusarium dimerum 2 1 0
F. oxysporum 5 3 0
F. proliferatum 2 1 0
F. solani 3 2 0
F. verticillioides 1 0 0
Lichtheimia coerulea 1 1 0
L. corymbifera 5 4 0
Microsporum canis 1 0 0
Mucor circinelloides 4 2 0
M. ramosissimus 1 0 0
Paecilomyces variotii 1 1 0
Penicillium sp. 15 0 2
P. chrysogenum 3 1 0
P. corylophilum 3 1 0
P. crustosum 1 0 0
P. glabrum 2 0 0
P. commune 2 0 0
Rhizopus microsporus 1 0 0
Rhizomucor pusillus 3 0 0
Syncephalastrum
racemosum 1 0 0
Skupaj 73 27 5
Odstotek 100 36,9 6,8

Dobljena vrednost hi-kvadrat je 17,519 in je ve¢ja od tabelaricne vrednosti 3, 841. P-
vrednosti, ki smo jo dobili znasa 2,845-107°. Posledi¢no ni¢elno hipotezo zavrnemo. Tako
lahko s 95 % zanesljivostjo trdimo, da so med primerjanima metodama statisticno znacilne
razlike.

Spodnja preglednica (Preglednica 7) nam prikazuje povpre¢ja vrednosti »log score«, pri
metodi polne ekstrakcije beljakovin ter neposrednega nanosa. Opazimo lahko, da smo pri
metodi polne ekstrakcije dobili viSje povprecne vrednosti »log score« kot pri metodi
neposrednega nanosa.
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Preglednica 7: Seznam izolatov s pripadajo¢imi povpreénimi vrednostmi »log score« pri metodi polne
ekstrakcije beljakovin ter neposrednega nanosa.

i - Povrecje vrednosti ""log
Plesen Povprecje vrednosti "log | o) oo neposrednem
score" pri polni ekstrakciji nanosu
Aspergillus versicolor 2,117 1,856
A. fumigatus 2,185 1,690
A. nidulans 1,826 1,321
A. niger 1,811 1,351
A. parasiticus 1,956 0,000
Cladosporium sp. 1,597 1,499
C. cladosporioides 1,227 1,392
Fusarium dimerum 1,718 1,566
F. oxysporum 1,870 1,250
F. proliferatum 1,849 1,349
F. solani 1,780 1,465
F. verticillioides 1,605 0,000
Lichtheimia coerulea 1,775 0,000
L. corymbifera 1,810 1,315
Microsporum canis 1,360 1,265
Mucor circinelloides 1,846 1,312
M. ramosissimus 1,361 0,000
Paecilomyces variotii 2,028 1,384
Penicillium sp. 1,621 1,754
P. chrysogenum 1,533 1,543
P. corylophilum 1,710 1,408
P. crustosum 1,695 1,532
P. glabrum 1,411 1,278
P. commune 1,507 1,408
Rhizopus microsporus 1,466 1,382
Rhizomucor pusillus 1,429 1,362
Syncephalastrum racemosum | 1,512 1,475

Natanc¢nej$e vrednosti »log score« za posamezne seve testiranih vrst so podane v prilogi A
ter prilogi B.
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W Povpreni log score pri polni ekstrakciji M Povpre&ni log score prineposrednem nanosu
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Slika 11:  Prikaz povpreénih vrednosti »log score« pri identifikaciji plesni z metodo polne ekstrakcije
beljakovin ter neposrednega nanosa.

Iz graficnega prikaza (slika 11), je razvidno, da je bila identifikacija pri metodi
neposrednega nanosa uspe$na pri naslednjih rodovih: Aspergillus (13 sevov) ter

Penicillium (26 sevov). Crtkana érta prikazuje mejo, ki doloca uspesnost identifikacijo -
1,7.

4.2 REZULTATI IDENTIFIKACIE IZOLATOV PLESNI, KI SO PRIPADALE
VRSTAM, KI NISO VKLJUCENE V PODATKOVNO KNJIZNICO

S sistemom MALDI TOF MS smo poskusali identificirati 23 sevov plesni, ki so pripadali
vrstam, ki niso vkljucene v podatkovno knjiznico (preglednica 8). Seznam rodov / vrst
plesni, ki niso vklju¢ene v podatkovno knjiznico proizvajalca Bruker, je podan v
preglednici 8.
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Preglednica 8: Seznam uporabljenih plesni, ki niso vklju¢ene v proizvajalé¢evo podatkovno knjiZnico.

Rezultati identifikacije plesni, ki niso vkljuene v podatkovno knjiznico, SO skupaj s

Plesen

tevilo izolatov

Absidia sp.

A. glauca

A. fumigatiaffinis

A. lentulus

Cunninghamella sp.

C. bertholletiae

Fusarium sp.

Mucor sp.

M. amphibiorum

M. hiemalis

M. indicus

M. racemosus

M. velutinosus

N. pseudofischeri

R. arrhizus

S
2
1
1
1
3
1
2
1
1
2
1
1
1
1
4

povprecjem vrednosti »log score« prikazani v preglednici 9.

Preglednica 9: Primerjava povprecne vrednosti »log score« pri identifikaciji plesni z metodo polne in

delne ekstrakcije beljakovin ter neposrednega nanosa.

Povprecje vrednosti Povpredje vrednosti Povpredje vrednosti
Plesen "log score™ pri polni "log score™ pri delni "log score" pri
ekstrakciji ekstrakciji neposrednem nanosu
Absidia sp. 1,621 (L. corymbifera) 1,585 1,367
A. glauca 1,468 1,501 1,494
A. fumigatiaffinis 1,453 1,367 1,401
A. lentulus 1,529 1,434 1,375
Cunninghamella sp. 1,490 1,350 1,536
C. bertholletiae 1,378 1,328 0,000
Fusarium sp. 1,296 1,769 1,298
Mucor sp. 1,358 1,433 0,000
M. amphibiorum 1,264 1,214 0,000
M. hiemalis 1,540 1,450 0,000
M. indicus 1,439 1,297 0,000
M. racemosus 1,321 1,359 0,000
M. velutinosus 1,316 1,557 1,468
1,972 (A.
N. pseudofischeri 1,806 (A. fumigatus) thermomutatus) 1,678
R. arrhizus 1,471 1,584 1,483

Pri posameznih vrstah smo dobili identifikacijo plesni, te so prikazane v oklepajih.
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Ugotovili smo, da ima 22 izolatov od 23-ih izolatov, ki pripadajo vrstam, ki niso vkljucene
v knjiznico, pri vseh treh metodah povpre¢je vrednosti »log score« pod 1,7. Izjema je
izolat N. pseudofischeri, pri katerem je vrednost »log score« nad 1,7 pri metodi polne in
delne ekstrakcije.

4.3 VNOS REFERENCNEGA MASNEGA SPEKTRA V PODATKOVNO
KNJIZNICO

V podatkovno knjiznico smo vnesli nov referen¢ni masni spekter izolata Aspergillus.
lentulus (CBS 117885). Rezultati identifikacije prej omenjenega izolata A. lentulus z
nadgrajeno knjiznico so prikazani v preglednici 10, iz katere je razvidno, da je povpre¢na
vrednost »log score« visja od 2,000.

Preglednica 10: Povpreéna vrednost »log score« pri metodi polne ekstrakcije beljakovin pri
identifikaciji novo vnesenega izolata Aspergillus lentulus v podatkovno knjiZnico.

Plesen Sev Povprecje vrednosti "log
score" pri polni ekstrakciji
A. lentulus CBS 117885 2,473

A. fumigatus 5250, 4907-1 2,312
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5 RAZPRAVA

Znanstveniki predvidevajo, da je na nasem planetu do 5,1 milijonov vrst gliv (Blackwell,
2011). Po odkritju molekularnih orodij je priSlo na podrocju taksonomije gliv do nekaterih
sprememb, ki so pomembne tudi za identifikacijo gliv v diagnosti¢nih laboratorijih. Tako
se danes vrste dnevno dodajajo, loCujejo se kompleksi in preurejajo se taksonomske
skupine. S tem pa je povezan tudi problem identifikacije gliv z masno spektrometrijo v
diagnosti¢nih laboratorijih. Po revolucionarnem odkritju metode MALDI-TOF MS in
uporabi le-te v bakterioloskih laboratorijih so znanstveniki zaceli raziskovati omenjeno
metodo tudi v mikoloskih laboratorijih (Cassagne in sod., 2011). Veliko raziskovalcev se
osredotoc¢a predvsem na specificne rodove ali sekcije, kot so: Aspergillus, Penicillium,
Trichophyton,  Fusarium, Verticillium, Trichoderma, Scedosporium. Testirane
ekstrakcijske metode so bile razlicno ¢asovno obsezne. Tako so De Respinis in sodelavci
(2009) v svoji studiji z MALDI-TOF MS identificirali plesni rodu Trichoderma, kjer so za
pripravo vzorcev uporabili 48-urno ekstrakcijsko metodo, medtem ko je ekstrakcija
beljakovin v namen identifikacije plesni rodu Penicillium potekala kar 20 dni (Hettick in
sod., 2008). Vecina raziskovalcev stremi k temu, da bi nasli ekstrakcijsko metodo, ki bo
¢im hitrejsa, enostavna, dovolj obcutljiva in specifi¢na ter cenovno ugodna (Cassagne in
sod., 2011). Zaradi pomanjkljivih komercialno dostopnih podatkovnih knjiznic ter
zahtevne in zamudne priprave vzorcev, se MALDI-TOF MS za identifikacijo plesni v
diagnosti¢nih laboratorijih zaenkrat $e ne uporablja (Schulthess in sod., 2014).

V nasi raziskavi smo Zeleli z masno spektroskopijo identificirati razlicne vrste plesni. Ker
je ekstrakcija eden izmed klju¢nih dejavnikov za uspe$no analizo z MALDI-TOF MS, smo
testirali tri razlicne metode ekstrakcije proteoma plesni. Metodo polne ekstrakcije z
mravljicno kislino smo uporabili za standard, saj jo priporoCa proizvajalec naprave
MALDI-TOF MS, Bruker Daltonik. Zaradi veckratnega spiranja z vodo in etanolom ter
suSenjem peleta pred dodatkom mravljicne kisline ter acetonitrila je metoda ¢asovno
potratna (45 min/vzorec). Druga metoda, ki smo jo testirali, je bila delna ekstrakcija z
mravljiéno kislino. Ta metoda ekstrakcije predstavlja nekoliko skrajsano verzijo polne
ekstrakcije, saj ne zajema spiranja z vodo in etanolom ter suSenja peleta. Pri zadnji metodi,
Ki smo jo preizkusili, gre za neposredni nanos suspendirane kulture plesni ter obdelavo z
etanolom neposredno na plos¢ici. Namen nasSe raziskave je bil primerjati zgoraj omenjene
metode ekstrakcije in tako preveriti ali je katera od testiranih metod primerna za rutinsko
uporabo v laboratoriju za diagnostiko glivi¢nih infekcij.

V drugem delu magistrske naloge smo Zeleli testirati specifi¢nost identifikacije z MALDI-
TOF MS ter prikazati, kako pomembne so podatkovne knjiznice za uspesno identifikacijo.
Izbrali smo izolat A. lentulus, ki ni vkljuen v proizvajal¢evo podatkovno knjiznico in sami
ustvarili vnos referenénih masnih spektrov v ze obstojeco knjiznico.
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5.1 METODA POLNE EKSTRAKCIE

Proizvajalec Bruker Daltonik za uspesno identifikacijo mikroorganizmov priporoca
metodo polne ekstrakcije beljakovin, saj so s to metodo pridobili masne spektre proteoma
referen¢nih sevov v podatkovni knjiznici.

Od 73 izolatov, ki pripadajo vrstam vklju¢enim v knjiznico, smo uspe$no identificirali 27
izolatov (36,9 %). Zanesljivo identifikacijo smo dobili pri naslednjih rodovih: Aspergillus
(10 od 13 sevov), Fusarium (7/13), Lichtheimia (5/6) Mucor (2/5), Paecilomyces (1/1) ter
Penicillium (2/26). Pri identifikaciji zgoraj naStetih plesni so bile povpre¢ne vrednosti »log
score« nad 1,7. Identifikacija rodov Rhizomucor, Rhizopus, Syncephalastrum ter
Cladosporium je bila neuspesna, saj je bila povpre¢na vrednost dobljenih »log score« nizja
od 1,7. Ker pa smo imeli majhno S$tevilo izolatov, ne moremo trditi, da metoda polne
ekstrakcije ni primerna za identifikacijo zgoraj omenjenih rodov.

Cassagne in sodelavei (2011) so v svoji Studiji pokazali, da veckratno spiranje pri
ekstrakciji mo¢no vpliva na uspesSnost identifikacije, saj je sama metoda na racun tega
slabo ponovljiva. To je lahko dejavnik, zaradi katerega smo pri metodi polne ekstrakcije z
mravlji¢no kislino dobili manjSo uspesnost identifikacij, kot smo pricakovali.

Metoda polne ekstrakcije je za diagnostiko zamuden postopek, hkrati pa vsebuje veliko
korakov, ki lahko vodijo v neuspesno identifikacijo. Eden izmed pomembnih kriti¢nih
korakov je spiranje peleta z vodo in etanolom, pri ¢emer lahko odstranimo preve¢ peleta in
tako zmanjSamo koli¢ino glivnega materiala. Ta korak je Se posebej problemati¢en v
primeru slabe rasti, saj je koli¢ina materiala, ki je na voljo za obdelavo majhna, in je
potrebno previdno in smotrno ravnanje. Pomemben korak pri ekstrakciji je dodatek etanola
in nato stresanje materiala na vibracijskem mesalniku. Pri tem je pomembno, da stresamo
dovolj dolgo in nagibamo mikrocentrifugirko z materialom, da se pelet popolnoma razbije,
saj ima tako etanol dostop do vsega materiala. Cilj ekstrakcije je namre¢, da porusimo
strukturo celi¢ne stene plesni in tako pridobimo beljakovine s ¢im manj necistoCami iz
gojisca. Le-te kasneje lahko motijo identifikacijo z MALDI-TOF MS. Klju¢no za uspesno
identifikacijo je tudi suSenje peleta ter dodajanje mravlji¢ne kisline in acetonitrila. Ker v
naSem laboratoriju nismo imeli na voljo vakuumske ¢rpalke, ki omogoca hitrejSe susenje
vzorcev smo le-te susili pri 37 °C. SuSenje je zaradi tega lahko trajalo tudi do 30 minut,
odvisno kako zelo natan¢ni smo bili pri odstranjevanju etanola ter vode, predvsem pa tudi
od velikosti peleta ter Stevila vzorcev. Koli¢ina mravlji¢ne kisline in acetonitrila, ki ju
dodajamo posusenemu peletu, je odvisna od velikosti peleta. To pa je lahko problemati¢no,
saj imamo v primeru vecjega Stevila vzorcev razlicne koli¢ine dodajanja omenjenih
kemikalij. Identifikacija je lahko neuspesna, ¢e dodamo premajhno ali preveliko koli¢ino
mravlji¢ne kisline in acetonitrila. Po dodatku mravlji¢ne kisline je po navodilih potrebno
previdno mesanje vzorcev, nikakor pa ne tako intenzivno kot pri spiranju z vodo in
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etanolom. Mravlji¢na kislina je namre¢ moc¢na kemikalija, s pomocjo katere dosezemo
odvitje beljakovin (Remily-Wood in sod., 2009).

Metoda polne ekstrakcije beljakovin z mravljicno kislino je pri vecji koli¢ini vzorcev lahko
precej zamuden postopek, vendar je v primerjavi s konvencionalnimi metodami hitrejsi
bolj specificen ter objektiven.

5.2 METODA DELNE EKSTRAKCHIE

Cassagne in sodelavci (2011) so v svoji Studiji plesni obdelali z metodo delne ekstrakcije.
Ta metoda ne vsebuje spiranja z vodo in etanolom kot metoda polne ekstrakcije, prav tako
ni potrebno suSenje vzorca. Posledi¢no je metoda delne ekstrakcije tehni¢no manj zahtevna
ter ¢asovno manj obsezna, zato bi lahko bila primerna za identifikacijo v rutinskem
laboratoriju za diagnostiko glivi¢nih infekcij.

Od 73-ih izolatov, ki pripadajo vrstam vklju¢enim v knjiznico, smo uspe$no smo
identificirali 24 izolatov (32,9 %). Rodovi, pri katerih je bila povpre¢na vrednost »log
score« nad 1,7, so naslednji: Aspergillus (8/13), Fusarium (9/13), Lichtheimia (2/6) in
Mucor (2/5), Paecilomyces (1/1) ter Penicillium (2/26). Tudi pri tej metodi je bila
identifikacija rodov Rhizomucor, Rhizopus, Syncephalastrum ter Cladosporium neuspesna,
kar pomeni, da so povpre¢ne vrednosti »log score« nizje od 1,7.

Cassagne in sodelavci (2011) so v svoji Studiji pravilno identificirali 87 % izolatov, 12 %
izolatov pa je pripadalo vrstam, ki niso bile vkljuéene v knjiznico in je bila identifikacija
neuspesna. Za 1 % izolatov je bila identifikacija napac¢na. Raziskovalci omenjene $tudije so
ustvarili lastno podatkovno knjiznico, ki je vsebovala spektre, ki so jih pridobili z lastno
metodo ekstrakcije torej metodo delne ekstrakcije.

Zaradi inkubacije ter daljSega centrifugiranja je lahko metoda zamudna, vendar manj kot
metoda polne ekstrakcije, saj ne vsebuje veCkratnega spiranja vzorcev ter suSenja peleta po
spiranju. Ce ocenimo ¢&as, ki je potreben za izvedbo metode delne ekstrakcije, bi za en
vzorec porabili priblizno 30 minut. Prednost te metode je zagotovo standardizirano
dodajanje mravljicne kisline in acetonitrila. Tako za razliko od metode polne ekstrakcije
vsem vzorcem, ne glede na velikost peleta dodamo enako koli¢ino mravljicne kisline ter
acetonitrila, to je 10 pL.

5.3 NEPOSREDNI NANOS

De Carolis in sodelavci (2011) so v svoji $tudiji z metodo neposrednega nanosa raziskovali
identifikacijo naslednjih plesni: Mucorales, Aspergillus in Fusarium. Ta metoda je bila v
nasi Studiji najkrajSa in najenostavnejSa glede izvedbe.
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Z metodo neposrednega nanosa smo uspeSno identificirali 5 izolatov od 73-ih
identificiranih, kar predstavlja 6,8 %. Uspesna identifikacija, pri kateri smo dosegli
povpreéne vrednosti »log score« nad 1,7, je bila pri rodu Aspergillus (3/13) ter Penicillium
(2/26).

Metoda neposrednega nanosa suspendirane kulture na jekleno ploscico je za bakterije
uspesna (De Carolis in sod., 2014). V na$i raziskavi pa smo pokazali, da je le-ta
neprimerna za identifikacijo plesni v diagnosti¢nih laboratorijih, v primeru uporabe
komercialne podatkovne knjiznice. De Carolis in sodelavei (2011) so v svoji Studiji
pravilno identificirali 96,8 % izolatov. Vendar so v svoji Studiji ustvarili lastno podatkovno
knjiznico, v katero so vkljuéili masne spektre, ki so jih pridobili prav z metodo
neposrednega nanosa.

Najvecja prednost metode je zagotovo Cas, v katerem pridemo do rezultatov, priblizno 10-
15 minut na vzorec ter enostavna izvedba same metode. Negativna stran te metode je bilo
le nanasanje etanola na jekleno ploscico, saj ima nizko viskoznost: pri 25 °C, 1,084 mPas
(Watson, 2005). Posledi¢no se je lahko kapljica etanola, ki smo jo odpipetirali na dolo¢eno
pozicijo na ploséici, razlila $e na ostale pozicije, kjer je bil naneSen vzorec. Metoda je bila
do sedaj testirana predvsem za identifikacijo plesni: Mucorales, Aspergillus in Fusarium.
V diagnosticnem laboratoriju pa za identifikacijo povzrocitelja okuzbe potrebujemo
standardizirano metodo, ki bi bila ustrezna za vse vrste plesni.

5.4 PRIMERJAVA METOD POLNE IN DELNE EKSTRAKCUE TER
NEPOSREDNEGA NANOSA BELJAKOVIN

Ce primerjamo izvedbo vseh treh metod, ugotovimo, da je metoda polne ekstrakcije
¢asovno najzamudnejSa, vendar po proizvajalcevih navodilih najustreznej$a, saj smo z njo
dobili najve¢ uspesnih identifikacij, 36,9 %. Postopek ekstrakcije je najenostavnejSi pri
metodi neposrednega nanosa, vendar smo pri tej metodi dobili najmanj uspeSnih
identifikacij (6,8 %). Metoda delne ekstrakcije je bila po zahtevnosti izvedbe ter ¢asovnem
obsegu med metodo polne ekstrakcije ter neposrednega nanosa. Rezultati, ki smo jih
dobili, 32,9 % uspesnost identifikacije, pa so bili primerljivi rezultatom metode polne
ekstrakcije.

Glede na dobljene rezultate lahko sklepamo, da med metodama polne in delne ekstrakcije
beljakovin ni vecjih razlik. Dobljena vrednost hi-kvadrat 0,119 je manjSa od tabelari¢ne
vrednosti 3,841 (SP=1, 0=0,05, p<a). P-vrednost je 0,730 in je tako vecja od 0,05.
Posledi¢no lahko s 95 % zanesljivostjo trdimo, da med primerjanima metodama ni
statisti¢no znacilnih razlik.

Med metodama polne ekstrakcije in neposrednega nanosa smo ugotovili statisticno
znaCilne razlike. Dobljena vrednost hi-kvadrat je 17,519 in tako vecja od tabelaricne
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vrednosti 3,841 (SP=1, 0=0,05, p<a). P-vrednost je 2,845-10° in je manjsa od 0,05. Metodi
se ocitno razlikujeta Ze na prvi pogled in s 95 % zanesljivostjo lahko trdimo, da sta si
statisti¢no razlicni.

Schulthess in sodelavcei (2014) so v svoji Studiji ocenili komercialno podatkovno knjiznico,
ki smo jo uporabili tudi mi. Od 83 izolatov so uspesno identificirali 65 izolatov (»log
score« nad 2,000), to je 78,3 %, ter 45 izolatov (54,2 %), kjer je bila »log score« vi§ja od
1,7. V svoji $tudiji so pokazali, da spreminjanje meje identifikacije (2,0 oziroma 1,7) nima
vpliva na zanesljivost identifikacije. Ghosh in sodelavci (2014) so v svoji Studiji ugotovili,
da je identifikacija enako zanesljiva ne glede ali je meja identifikacije postavljena na 1,7
ali 2,0. 1z teh razlogov smo v nasi $tudiji postavili mejo identifikacije na 1,7.

5.5 IDENTIFIKACIJA SEVOV, KI PRIPADAJO VRSTAM, KI NISO
VKLJUCENE V PODATKOVNO KNJIZNICO

Podatkovna knjiznica proizvajalca Bruker zajema masne spektre 127 vrst gliv, od tega 19
vrst gliv rodu Aspergillus. Samson in sodelavci (2014) navajajo, da je zaenkrat poznanih
339 wvrst gliv rodu Aspergillus. 1z tega sledi, da je na podro¢ju izdelave knjiznic, ki
vsebujejo masne spektre gliv, potrebno Se precej dela.

V drugem delu magistrske naloge smo poskusili identificirati 23 izolatov, ki pripadajo
vrstam plesni, ki niso vklju¢ene v podatkovno knjiznico. Zeleli smo ugotoviti ali bomo
zaradi pomanjkljive podatkovne knjiznice dobili napacno identificirane izolate. Tako smo
zeleli testirati specificnost same metode. 1z preglednice 7 je razvidno, da pri nobenem
izolatu nismo dobili napac¢ne identifikacije, kar pomeni, da je metoda visoko specifi¢na.

Rezultati kaZzejo, da ima 22 izolatov od 23-ih testiranih izolatov, ki pripadajo vrstam, ki
niso vkljuene v podatkovno knjiZnico, povpreéno vrednost »log score« nizjo od 1,7.
Izjema je izolat N. pseudofischeri, pri katerem smo z metodo polne ekstrakcije dobili
identifikacijo A. fumigatus (1,806), z metodo delne ekstrakcije pa A. thermomutatus
(1,972). V tem primeru ne gre za napac¢no identifikacijo, saj je N. pseudofischeri vkljucena
v podatkovno knjiznico, vendar pod drugim imenom, A. thermomutatus, ki je anamorfna
oblika zgoraj omenjene plesni (Balajee in sod., 2005). Tudi z metodo polne ekstrakcije
nismo dobili napacne identifikacije, saj vse tri omenjene vrste aspergilov spadajo v isto
sekcijo. Aspergillus sect. fumigati namre¢ vsebuje vrste iz rodu Aspergillus in Neosartorya
(Samson in sod., 2007).

Nekatere vrste plesni so si med seboj tako zelo podobne, da jih je morfolosko zelo tezko
razlikovati, kar lahko predstavlja velik problem tudi izkusenim mikologom. Ceprav sta si
plesni A. fumigatus in A. thermomutatus fenotipsko in filogenetsko zelo podobni, slednja
redko povzroca invazivno aspergilozo. Pred nekaj leti so znanstveniki odkrili vrsto plesni
Aspergillus lentulus, ki ima tako kot N. pseudofischeri oziroma A. thermomutatus poc¢asno
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sporulacijo. Med S$tudijo so ugotovili, da so nekateri izolati A. fumigatus izvorno
identificirani s pomocjo konvencionalnih metod, pripadali pravzaprav N. pseudofischeri
oziroma A. thermomutatus. Do tega odkritja so prisli s sekvenciranjem dela gena, ki kodira
B-tubulin (benA) ter gena rodA, ki kodira hidrofobin (rodletA) (Balajee in sod., 2005). 1z
tega sledi, da so konvencionalne metode lahko kljub izkuSnjam strokovnjakov manj
zanesljive kot sekvenciranje ter masna spektrometrija. To so pokazali tudi Ranque in
sodelavci (2014), ki so identificirali 625 plesni z masno spektrometrijo ter
konvencionalnimi metodami. Z metodo MALDI-TOF MS so identificirali 89 % izolatov
(556), s konvencionalnimi metodami pa 80 % (501) izolatov. V $tudiji so ugotovili, da je
bila identifikacija plesni, ki ne spadajo v rod Aspergillus, z MALDI-TOF MS v primerjavi
s konvencionalnimi metodami na osnovi morfologije, uspesnejsa. Z MALDI-TOF MS so
identificirali 61,2 %, s konvencionalnimi metodami pa 30,6 % izolatov plesni, ki ne
spadajo v rod Aspergillus. Prikazali so, da je uspesnost identifikacije plesni z MALDI-TOF
MS v veliki meri odvisna od kvalitete referenc¢nih spektrov v podatkovni knjiznici ter od
Stevila vrst, ki so zastopane v podatkovni knjiZnici.

Pri metodi MALDI-TOF MS je potrebno izpostaviti problem spreminjanja taksonomije ter
posodabljanja oziroma nadgrajevanja podatkovnih knjiznic. V nasi Studiji smo zeleli
identificirati doloCene izolate rodu Lichtheimia, ki so v podatkovni knjiznici §¢ vedno pod
starim imenom. Tak primer je bil izolat Lichtheimia coerulea, ki jo v podatkovni knjiznici
Se vedno najdemo pod imenom Absidia coerulea. Prav tako knjiznica ne vsebuje
teleomorfne in anamorfne oblike vseh plesni. V primeru N. pseudofischeri je v podatkovno
knjiznico vkljuéen le anamorf A. thermomutatus. Ugotovili smo, da kljub temu, da je v
podatkovno knjiZnico vkljuc¢ena le anamorfna oblika, MALDI-TOF MS poveze izolat N.
pseudofischeri z anamorfno obliko.

Becker in sodelavci (2014) so mnenja, da je za izboljSanje zanesljivosti metode potrebna
raz§iritev podatkovne knjiznice. V svoji $tudiji so imeli namre¢ 15 izolatov, ki so pripadali
vrstam plesni, ki niso bile vkljuéene v podatkovno knjiznico ter jih zato niso mogli
identificirati. Treh izolatov, ki so pripadale vrstam plesni, ki so jih dodali v knjiznico niso
uspesno identificirali, predvidevajo, da zaradi pomanjkanja znotrajspecifi¢ne variabilnosti
ustreznih vrst v podatkovni knjiznici.

Posodabljanje podatkovnih knjiznic in njihova razsiritev ter previdnost pri interpretaciji
rezultatov so klju€nega pomena za uspe$no in zanesljivo identifikacijo plesni z MALDI-
TOF MS. Dejstvo je, da se Stevilo glivicnih okuzb povecuje na racun staranja prebivalstva
pa tudi na racun napredka v medicini. Znanstveniki opozarjajo, da zaradi vecjega Stevila
medicinskih posegov, kot so na primer transplantacije krvotvornih mati¢nih celic oziroma
organov, posledi¢no veéa Stevilo glivicnih okuzb (Montagna in sod., 2013; Malani in
Kauffman, 2007). Posodabljanje knjiznic pa je pomembno ne le zaradi vecanja Stevila
okuzb, temvec tudi zato, ker se spreminjajo povzrocitelji okuzb.
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5.6 VNOS REFERENCNIH MASNIH SPEKTROV V PODATKOVNO
KNJIZNICO

Izdelava referencnih masnih spektrov ter izdelava knjiznice je kompleksen in ¢asovno
zamuden proces. V nasi nalogi smo se izdelave masnih spektrov lotili za izolat plesni, A.
lentulus CBS 117885. Referencne masne spektre smo pridobili z metodo polne ekstrakcije
z mravlji¢no kislino. Kako uspesni smo bili pri ustvarjanju novega vnosa v podatkovno
knjiznico, smo nato preverili s ponovno identifikacijo izolata A. lentulus s prej omenjeno
metodo ekstrakcije.

Ob ponovni identifikaciji izolatov A. lentulus ter A. fumigatus, smo pokazali, da je bila le-
ta uspeSna, saj smo novo vneseni sev pravilno identificirali. Iz rezultatov je razvidno
(preglednica 10), da smo bili pri ustvarjanju referen¢nih spektrov in vnosu le-teh v ze
obstojeco podatkovno knjiznico uspesSni, saj nismo dobili napacne identifikacije, temvec
smo izolat pravilno identificirali z vrednostmi »log score«, ki so bile nad 2,000. Povpre¢na
vrednost »log score«, ki smo jo tako dobili, je 2,473 in je v primerjavi z identifikacijo
ostalih identificiranih izolatov, ki pripadajo vrstam vklju¢enim v knjiznico, najvi§ja.
Izolata plesni A. fumigatus sta bila uporabiljena kot kontrola. Zeleli smo se prepricati, da
bo MALDI-TOF MS prepoznal naSe referencéne spektre vrste A. lentulus, ki smo jih
ustvarili ter jih povezal s pravim izolatom. Cilj je bil torej preveriti, ali bomo s
posodobljeno podatkovno knjiznico pravilno identificirali vse tri izolate aspergilov.

Kot sem ze omenila, je identifikacija mikroorganizmov v veliki meri odvisna od velikosti
in kvalitete podatkovne knjiZnice. To je vidno tudi ob primerjavi naSih rezultatov z
rezultati znanstvenikov, ki so razvili testirani ekstrakcijski metodi. Znanstveniki so dobili
veliko vi§ji odstotek uspesSnosti identifikacij, vendar so te temeljile na podatkovni
knjiznici, ki so jo ustvarili z ekstrakcijsko metodo, ki so jo testirali (De Carolis in sod.,
2011; Cassagne in sod., 2011). NaSa podatkovna knjiznica, ki smo jo uporabili v Studiji, je
komercialna podatkovna knjiZnica proizvajalca Bruker Daltonik, ki je referencne spektre
plesni pridobil s pomoc¢jo metode polne ekstrakcije z mravljicno kislino. Gautier in
sodelavci (2014) navajajo, da so lahko razlike pri identifikaciji plesni s pomocjo
komercialne podatkovne knjiznice ter lastne podatkovne knjiznice velike. Lau in sodelavci
(2013) so se zaradi nizke uspes$nosti identifikacije s komercialno knjiznico (0,7 %),
odlo¢ili, da ustvarijo lastno knjiZnico. Tako so uspeSnost identifikacije poviSali na 88,9 %.

Izbira ustrezne knjiznice ima torej klju¢no vlogo pri doseganju dobrih rezultatov
identifikacij plesni. Kljub vsemu pa ne smemo pozabiti, da je klju¢ do uspeSne priprave
knjiznice ter posledi¢no tudi uspe$ne identifikacije plesni poglobljeno znanje taksonomije
gliv.
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6 SKLEPI

e Identifikacija plesni z metodo MALDI-TOF MS je bila v nasi nalogi uspe$na v vec
kot tretjini primerov.

e Z metodo polne ekstrakcije smo uspesno identificirali 36,9 % izolatov, z metodo
delne ekstrakcije 32,9 % izolatov, z metodo neposrednega nanosa pa 6,8 %
izolatov.

e Med primerjanima metodama polne in delne ekstrakcije, v uspe$nosti identifikacije
ni statisticno znacilnih razlik (p=0,73).

e Pri identifikaciji plesni z metodo delne ekstrakcije (32,9 %) smo bili v primerjavi z
metodo neposrednega nanosa (6,8 %), uspesne;jsi.

e Specificnost metode MALDI-TOF MS je visoka, saj od vseh 23- ih izolatov, ki so
pripadali vrstam, ki niso bile vkljuene v knjiznico, nismo dobili napacne
identifikacije.

e Za uspesnejSo identifikacijo plesni je potrebno razsiriti oziroma nadgraditi
komercialno podatkovno knjiznico.
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7 POVZETEK

Zadnja leta je opazen porast glivi¢nih infekcij, ki jih povzrocajo plesni rodu Aspergillus ter
glive reda Mucorales. Nevarne so predvsem pri imunsko oslabljenih bolnikih, pri katerih je
uspesna identifikacija povzro€itelja mikoze nujna pri izbiri ustreznega antimikotika. Za
uspesno zdravljenje mikoz je pri imunsko oslabljenih bolnikih zgodnja diagnoza klju¢nega
pomena. Identifikacija plesni v diagnosti¢nih laboratorijih Se vedno poteka predvsem s
konvencionalnimi metodami, ki temeljijo na morfologiji, torej na makro- in mikroskopskih
karakteristikah. Glavna omejitev konvencionalnih metod je casovna, saj je potrebno plesni
vzgojiti v Cistih kulturah do razvoja diagnosti¢nih znakov, natan¢na identifikacija pa sloni
na izurjenosti mikologa pri interpretaciji morfoloskih znakov, ki pa dandanes Se zdale¢
niso merilo za razlikovanje med posameznimi vrstami. Ker so te metode odvisne predvsem
od rasti in sporulacije gliv, lahko rezultate ¢akamo tudi do 20 dni ali pa celo vec.
Morfologija nekaterih vrst plesni je lahko zelo podobna, kar dodatno oteZuje njihovo
identifikacijo. Masna spektrometrija predstavlja enostavno ter ucinkovito resitev za hitro
odkrivanje povzrociteljev okuzb. Ker pa imajo glive kompleksnejSo celicno steno kot
bakterije, je identifikacija z metodo MALDI-TOF MS ve¢ji izziv in tako za to vrsto
mikroorganizmov $e ni uveljavljena v diagnosti¢nih laboratorijih, saj ni tako zelo uspesna.
Danes potekajo Stevilne raziskave, v katerih Zelijo znanstveniki razviti ekstrakcijsko
metodo, ki bo hitra, poceni, tehni¢no nezahtevna ter u¢inkovita. Prav tako pa se soocajo s
problemom pomanjkljivosti podatkovnih knjiznic, saj so te kljucnega pomena pri
identifikaciji. Identifikacija plesni je v veliki meri odvisna od izbire podatkovne knjiZnice.
Znano je,da je identifikacija s pomoc¢jo lastne podatkovne knjiznice veliko uspes$nejsa kot s
komercialno podatkovno knjiznico. V nasi Studiji smo primerjali tri ekstrakcijske metode,
saj smo zeleli ugotoviti ali je katera od njih primerna za identifikacijo plesni v
diagnosti¢nem laboratoriju. Rezultati so pokazali, da je od vseh primerjanih metod pri
identifikaciji najuspesnejSa metoda polne ekstrakcije z mravlji¢no kislino. Ugotovili smo,
da metoda delne ekstrakcije ne zaostaja bistveno za metodo polne ekstrakcije. Z metodo
neposrednega nanosa, ki je bila ¢asovno ter tehni¢no najmanj zahtevna, nismo dosegli
pri¢akovanih rezultatov. Na podlagi nasih rezultatov lahko trdimo, da so modificirane
ekstrakcijske metode manj primerne za uporabo v rutinskih diagnosti¢nih laboratorijih, od
metode priporocene s strani proizvajalca. Glede na rezultate drugih $tudij lahko sklepamo,
da bi modificirane metode lahko bile primerne za diagnosti¢ne laboratorije v primeru
izdelave lastne knjiznice, katere spektri temeljijo na uporabljeni modificirani metodi.
Pomembno je namre¢ kako je knjiznica ustvarjena ter katera metoda ekstrakcije beljakovin
se uporabi za pridobivanje referencnih masnih spektrov.V drugem delu Studije smo testirali
specifi¢nost metode z identifikacijo izolatov, ki so pripadali vrstam, ki jih knjiznica ni
vsebovala. Metoda MALDI-TOF MS se je izkazala za visoko specifi¢no, saj so bile
dobljene vrednosti nizje od vrednosti, ki nakazujejo uspesno identifikacijo. Prav tako smo
ustvarili nov vnos referencnega masnega spektra vrste Aspergillus lentulus v Ze obstojeco
komercialno knjiznico. Identifikacija izolata vrste, ko ta Se ni bila vklju¢en v podatkovno
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knjiznico, je bila po priCakovanjih neuspesna. Ob vnosu referen¢nih spektrov v
podatkovno knjiznico ter ponovni identifikaciji sicer istega izolata smo dobili uspesno
identifikacijo z visokimi vrednostmi »log score«. Identifikacija plesni z MALDI-TOF MS
je cenejsa ter hitrejSa kot sekvenciranje, prav tako ima vecjo specificnost kot
konvencionalne metode. Kljub temu, da smo pri¢akovali vecjo uspesnost pri identifikaciji
plesni, smo pokazali, da lahko pravilno identificiramo ve¢ kot tretjino plesni. Z nadgradnjo
podatkovnih knjiznic se bo odstotek uspesno identificiranih plesni $e povisal. Menimo, da
je MALDI-TOF MS dobra alternativa konvencionalnim metodam in bo v prihodnosti le-te
nadomestila.
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PRILOGE

Priloga A: Preglednica vseh uporabljenih sevov ter pripadajo¢e vrednosti ""log score' za metodo polne ekstrakcije beljakovin.

Povpredje vrednosti ""Log

Stevilo Vrednosti *'Log score**posameznih sevov pri score" pri polni ekstrakeiji (=
Plesen izolatov Sev polni ekstrakciji SD)
Aspergillus versicolor 1 0-G1-1* 2,117 2,117
A. fumigatus 6 EXF-5898, 5250, 4684, 5457, 5483-1, 4970-1 2,451; 1,697; 2,301; 2,188; 1,993; 2,480 2,185+0,272
A. nidulans 1 12465-1 1,826 1,826
A. niger 4 4297, 3596-1, 3193-1, 6510 1,887; 2,032; 1,690; 1,635 1,811+0,158
A. parasiticus 1 2648 1,956 1,956
Cladosporium sp. 1 5129-2 1,597 1,597
C. cladosporioides 2 EXF-1071, EXF-381 1,057; 1,397 1,227+0,019
Fusarium dimerum 2 EXF-7922, EXF-7060 1,699; 1,737 1,718+0,220
F. oxysporum 5 15351, 10000-1, 9704 EXF-6324, EXF-5559 1,673; 1,601; 2,197; 1,806; 2,073 1,87+0,160
F. proliferatum 2 9887, EXF-9394 1,681; 2,017 1,849+0,050
F. solani 3 5236-2, EFX-5554, EXF-8483 1,679; 1,792; 1,869 1,780+0,100
F. verticillioides 1 CBS 116665 1,805 1,605
Lichtheimia coerulea 1 CBS 628.70B 1,775 1,775
L. corymbifera 5 14676-1, 12702, N-G1-40, 6477, CBS 120805 1,744; 1,933; 1,875; 1,853; 1,645 1,810+0,102
Microsporum canis 1 12260-1 1,360 1,360
Mucor. circinelloides 4 EXF-4532, EXF-9164, EXF-6296, EXF-8124, 12925-1 | 1,675; 1,698; 2,105; 1,906 1,846+0,174
M. ramosissimus 1 CBS 135.65 1,361 1,361
Paecilomyces variotii 1 CBS 13802 2,028 2,028
0-G1, 0-G2, O-G3, O-G4, 0-G5, 0-G6, O-G7, O-G8, 1,6535 1,5873 1,6985 1,5333 1,602; 1,6533 1,5593
o 0-G9. 0-G10. O-G11. O-G1. O-G13. O-G14. O-G15 * 1,605; 1,522; 1,598; 1,659; 1,630; 1,687; 1,679;
Penicillium sp. 15 ! ! ! ! ! ! 1,650 1,621+0,052
P. chrysogenum 3 5219--1, EXF-5904, EXF-5906 1,384; 1,503; 1,712 1,533+0,135
P. corylophilum 3 13727, EXF-3795, EXF-5893 1,823; 1,655; 1,652 1,710+0,079
P. crustosum 1 EXF-3872 1,795 1,695
P. glabrum 2 EXF-8017, EXF-8601 1,432; 1,390 1,41140,021
P. commune 2 EXF-8119, EXF-8121 1,457; 1,557 1,507+0,050
Rhizopus microsporus 1 CBS 111563 1,466 1,466
Rhizomucor pusillus 3 EXF-4528, EXF-4436, EXF-4434 1,189; 1,453; 1,645 1,429+0,186
Syncephalastrum racemosum 1 EXF-7435 1,512 1,512




Priloga B: Preglednica vseh uporabljenih sevov ter pripadajoce vrednosti »log score« za metodo delne ekstrakcije beljakovin in neposrednega nanosa.

Povredje
Povrecje vrednosti vrednosti "'Log
Vrednosti *'Log score" ""Log score" pri Vrednosti *'Log score" score" pri
Stevilo posameznih sevov pri delni delni posameznih sevov pri neposrednem
Plesen izolatov | Sev ekstrakciji ekstrakeiji(xSD) neposrednem nanosu nanosu (£SD)
Aspergillus versicolor 1 0-G1-1* 1,748 1,748 1,856 1,856
1,835; 1,541; 1,819; 1,788; 1,773; 1,853; 1,755; 1,677; 1,621; 1,641;

A. fumigatus 6 EXF-5898, 5250, 4684, 5457, 5483-1, 4970-1 | 1,750 1,751+0,090 1,593 1,690+0,089
A. nidulans 1 12465-1 1,412 1,412 1,321 1,321
A. niger 4 4297, 3596-1, 3193-1, 6510 1,723; 1,756; 1,598; 1,611 1,672+0,068 1,278; 1,310; 1,364; 1,452 1,351+0,066
A. parasiticus 1 2648 1,968 1,968 0,000 0,000
Cladosporium sp. 1 5129-2 1,356 1,356 1,499 1,499
C. cladosporioides 2 EXF-1071, EXF-381 1,330; 1210 1,270+0,060 1,303; 1,481 1,392+0,089
Fusarium dimerum 2 EXF-7922, EXF-7060 1,514; 1,308 1,441+0,010 1,689; 1,447 1,566+0,121
F. oxysporum 5 15351, 10000-1, 9704 EXF-6324, EXF-5559 | 1,753; 1,749; 1,733; 1,701; 1,624 | 1,712+0,047 1,341;1,279; 1,153; 1,267; 1,21 1,250+0,064
F. proliferatum 2 9887, EXF-939%4 1,859; 1,983 1,921+0,060 1,304; 1,394 1,349+0,045
F. solani 3 5236-2, EFX-5554, EXF-8483 1,671;1,997; 2,083 1,917+0,177 1,394; 1,570; 1,431 1,465+0,076
F. verticillioides 1 CBS 116665 1,927 1,927 0,000 0,000
Lichtheimia coerulea 1 CBS 628.70B 1,957 1,957 0,000 0,000

14676-1, 12702, N-G1-40, 6477, CBS
L. corymbifera 5 120805 1,773; 1,441; 1,450;1,431; 1,500 1,519+0,129 1,229;1,287; 1,347, 1,510; 1,202 | 1,315+0,110
Microsporum canis 1 12260-1 1,338 1,338 1,265 1,265

EXF-4532, EXF-9164, EXF-6296, EXF-
Mucor. circinelloides 4 8124, 12925-1 1,523; 1,607; 1,637; 1,681 1,612+0,057 1,254; 1,349; 1,277; 1,368 1,312+0,048
M. ramosissimus 1 CBS 135.65 1,371 1,371 0,000 0,000
Paecilomyces variotii 1 CBS 13802 2,019 2,019 1,384 1,384

0-G1, 0-G2, 0-G3, 0-G4, O-G5, O-G6, O- | 1,735; 1,769; 1,302; 1,451; 1,450; 10683; 1,661; 1,698; 1,645; 1,659;

G7, 0-G8, 0-G9, 0O-G10, O-G11, O-G1, O- | 1,399; 1,387; 1,491, 1,453; 1445; 1,668; 1,686; 1,677; 1,685; 1,679;
Penicillium sp. 15 G13, 0-G14, 0-G15 * 1,382; 1,480; 1,477; 1,399;1,670 1,483+0,129 1,649; 1,683; 2,311, 2,305; 1,621 | 1,754+0,218
P. chrysogenum 3 5219--1, EXF-5904, EXF-5906 1,677;1,612; 1,580 1,62340,040 1,533; 1,444, 1,652 1,543+0,085
P. corylophilum 3 13727, EXF-3795, EXF-5893 1,259; 1,534; 1,476 1,423+0,118 1,393; 1,412; 1,419 1,408+0,011
P. crustosum 1 EXF-3872 1,618 1,618 1,532 1,532
P. glabrum 2 EXF-8017, EXF-8601 1,406; 1,432 1,419+0,013 1,128; 1,428 1,278+0,150
P. commune 2 EXF-8119, EXF-8121 1,457; 1,557 1,423+0,050 1,505; 1,311 1,408+0,097
Rhizopus microsporus 1 CBS 111563 1,327 1,327 1,382 1,382
Rhizomucor pusillus 3 EXF-4528, EXF-4436, EXF-4434 1,277, 1,305; 1,477 1,343+0,088 1,305; 1,424; 1,357 1,362+0,049
Syncephalastrum racemosum | 1 EXF-7435 1,261 1,261 1,475 1,475




